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CONCLUSIONES 
1.1.1 ASPECTOS GENERALES 
Es ampliamente aceptado que la historia de una neurona se caracteriza por una 
progresion temporal de transiciones que puede ser vista como una serie discreta de 
paws neurogdnicos o estados a travds de 10s cuales vhtualmente todas las cdlulas 
deben pasar. Incluidos entre dstos paws estsn la induccion, proliferslcih, migration, 
restriction, determination, diferenciacion, la formacibn de proyecciones ax6icas y de 
conexiones sinapticas, asi como el comienzo de la funcibn fisiologica En muchas 
partes del sistema nervioso central y perifkico, casi la mitad de las neuronas pueden 
ser caracterizadas hicamente por la manifestation de un paso adicional (terminal) en 
el proceso neuroghico: la expresion de una cascada de eventos celulares y 
moleculares que conducen a la regresion y que culminan en la degeneration y muerte 
neuronal (Oppenheim, 199 1). 
La muerte de algunas cdldas durante el desarrollo normal no es un fenomeno 
totalmente inesperado ya que en todo sistema biologic0 existe una cierta imprecision 
genetica y epigendtica, que en algunas circunstancias (de origen intrinseco o 
extrinseco) puede ser letal para las cblulas en desarrollo (KBllen, 1965). Sin embargo, 
cuando la extensi6n de tal p&dida de cdlulas alcanza proporciones masivas, como es el 
caso del sistema nervioso en desarrollo, la imprecision ocasional que da lugar a la 
muerte celular en pequefIa escala no es eqlicacicin dciente.  En su lugar, se deben 
buscar 10s mecanisnos que gobiernan la sobreproduccion y posterior fidida de una 
proporci6n significativa de neuronas que ocurre en m u c h  regiones del sistema 
nervioso embrionario y postnatal, asi como 10s beneficios que ello reporta. La extraiia 
naturaleza de un proceso regresivo masivo puede ser apreciada si se considera que: i) 
el desarrollo de un organisno es paradigma de una serie progresiva de eventos 
constructivos que incluye el aumento gradual del n h e r o  de cdlulas asi como el 
crecimiento y la maduracibn de tejidos y brganos, que adquieren sus funciones 
bioquimicas y fisiologicas especificas; ii) bajo virtuahate cualquier otra 
circunstancia en la vida de un organismo, la muerte celolar masiva es considerado 
como claro ejemplo de un proceso patol6gico (&huedad o dailo). 
La muerte masiva durante la ontogenia no es exclusiva de las neuronas, sin0 que 
parece ser un mecanismo comim al desarrollo normal de muchos tipos diferentes de 
cklulas, tejidos y organos (Glucksnann, 195 1; Hurle, 1988; Moon, 1981; HincWe, 
1981; Lot* 1981; Snow, 1987; ' Smders, 1966). En animales que sufren 
metamofosis, la muerte de las cC1ulas (nerviosas o no) sirve para remover cClulas, 
tejidos y 6rganos que ti- una funci6n W t o r i a  en un estadio (como la cola del 
renacuajo) y que dejan de ser necesarios cuando un nuevo y m h  maduro estado del 
desarrollo es alcanzado (Wahnschaffe y col., 1987; Lamborghm, 1987). Este tipo de 
degeneracion es llamada Muerte Celular MetamMca (Oppenheim, 1991). Una 
variante de este tip0 de muerte celular puede encontrarse tambib en animales que no 
d e n  metamofosis (McCo~ell y col., 1989; Wahle y Meyers, 1987; Klose y 
Bentley, 1989; Luskin y Shatz, 1985a,b). En otros casos, estructuras que fueron 
caracteristicas de un ancestro evolutivo pueden tornarse inutiles (vestigiales) y 
perderse por muerte celular durante el desarrollo de 10s descendientes @or ejemplo 10s 
pro y mesonefios, 10s arcos abrticos y la cola en humanos) (Raynaud, 1977; Zakeri y 
col., 1993). Este tipo de degeneration ha sido denominada Muerte Celular Filoghica 
(Oppenheim, 1991). Otro t i p  de muerte celular relativamente comb esta relacionado 
con la perdida de celulas durante el desarrollo de 10s patrones mofol6gicos. En 
muchos casos, esta Muerte Celular Mofoghica actha como una f o m  de proceso de 
esculpido biologico, generando patrones tipicos de tejidos, brganos y estructura 
corpbrea de la especie. Un ejemplo bien conocido de este proceso es la fomacion de 
10s dedos, por la perdida espacial selectiva del tejido interdigital en muchos 
vertebrados terrestres. En el sistema nervioso, la creacion de densidades regionales 
especscas o de distribuciones de cdlulas (Silver, 1978; Finlay y Pallas, 1989; Levi- 
Moltalcini, 1950) asi como la creacibn de espacios, canales, agujeros, etc. que 
permiten el direccionamiento de las pmyecciones ax6nicas ( H d  y col., 1988; 
Cuadros y Rios, 1988) tambih reflejan funciones morfoghicas. Finalmente, otro tip 
de muerte celular, predorninante en el sistema nervioso, es la Muerte Celulm 
Programada, Fisiologica, Probabilistica, Epigenaca o Histogtinica (Oppenheim, 
1991). Este tip de muerte celular, que involucra la perdida de un sigdicativo n b e r o  
de neuronas de una poblaci6n (20.80%) time lugar fiecuentemente en estadios de la 
maduracibn relativamente tardios, despu6s de la expresion fenotipica de muchas 
caracteristicas de un tip0 celular dado, incluyendo la proyeccion de axones a 10s 
blancos post-sidpticos. A pesar del lugar prominente que este t i p  de muerte celular 
time en el sistema nervioso, esto no implica que otros t i p s  de muerte celular no 
tengan lugar en el sistema nervioso, ni que la Muerte Celular Programada d l o  cumpla 
una funcion en el sistema nervioso o que sea mediada por un imico mecanismo 
(Oppenheim, 1991). 
Una precisa clasiflcacion de 10s diferentes modos morfol6gicos de degeneracion puede 
mostrar que cada tip0 refleje diferentes mecanismos celulares y moleculares 
subyacentes, correspondientes a divemas d a l e s  y vias metabolicas intracelulares. A 
modo de ejemplo, podria ser de considerable inter& saber si todas las neuronas 
muestran modos similares de degeneraci6n cuando son privadas de factores troficos o 
si la muerte celular normal y la muerte neuronal en las enfmedades 
neurodegenerativas time lugar a travds de modos de degeneracion similares o 
diferentes. 
1.13 APOPTOSIS Y NECROSIS: DOS TIPOS DIFERENTES DE MUERTE 
CELULAR 
Han sido distinguidos dos tips generales de cambios morfologicos asociados a la 
muerte celular (Wyllie y col., 1980; Wyllie, 198 1; Ken y col., 1987, Kerr y Hamon, 
'1991; Gemhenson y Rotelo, 1992). Uno es llamado necrosis, se caracteriza por el 
edema celular que culmina en la mptura de la membrana p l d t i c a ,  del sistema de 
endomembranas con consiguiente liberacih del contenido celular y estimulacion del 
proceso inflamatorio. La necrosis generahate se verifica en situaciones patologicas o 
de daao y es el resultado W de una desvki6n radical de las condiciones fisiol6gicas 
normales (Tabla 1.1). Este tip0 de muerte celular no es reversible, por intervention 
teraphtica, despuks del daiio inicial (Tomei y Cope, 1991). Las caracteristicas de la 
muerte celular de tipo necrbtico son consistentes con una f d a  en la regulacion 
osmotica que puede ser producida par la @da del suministro energ&ico celular. 
TABLA 1.1. COMPARACION DE LAS CARACTER~~TICAS DE LA APOPTOSIS 
Y LA NECROSIS 
Caracteristicas Apoptosis Necrosis 
Morfologia condensacion celular, algunas hinchazon celular y lisis 
veces con hgmentaci6n 
Integridad de 
Membrana 
Mitocondria 
Fase oculta 
Sintesis de proteinas 
persiste aim en la fiagmentacion Wdida temprana 
pueden no ser a f d  o sufrir hinchazon, captacion de ca2+ 
olas es@cas de autofagocitois 
condensada y algunas veces se picnosis 
de rninutos a horas 
bloqueada algunas veces por 
actinomicina D y cicloheximida 
desarrollo embrionario 
no es afectada por 10s 
antibioticos 
toxinas, trauma, hipoxia, cambio 
de pH prolongado, etc. 
Cambios bioquimicos algunas veces con aumento en las rotura de lisosomas sin 
en el citoplasma enzimas lisosomales. Expresibn expresion gnica. 
de c-myc y c-fos 
degradation difUsa del ADN 
edema celular 
Cambios bioquimicos algunas veces depdacion 
nudeares internucleosomal del ADN 
Westacion primaria Disminuci6n en la latesis de 
proteha, con cambio de patrbn. 
Atgunas veces actiwci6n de 
endonuclewas 
El segundo tip0 de degeneration ha sido denominado apoptosis e involucra la 
contraccib progresiva del volumen celular pero con p r e m c i b  inicial de la 
integridad de 10s organelos citoplaSmeticos (Tabla 1.1). Las celulas afectadas, 
separadas o no en fiagmentos rodeados de membroa denominados cuerpos 
apoptdticos, son rapidamente fagocitadas por cilulas adyacentes sin la produccion de 
inflamacibn (Ken y col., 1972). La apoptosis es caracterhtica del recambio normal en 
10s tejidos, la muerte celular e m b r i o h  y la metamorfosis. Variaciones del tip0 
apoptotico de degeneration han sido descriptas para la muerte celular programada 
(Chu-Wang y Oppenheim, 1978; Cumqham, 1982, Pilar y Lanmesser, 1976, Clarke, 
1990). Este tip0 de muerte, que tambih puede encontrarse en condiciones patologicas 
de daiio tisular (Pollard y col., 1994), o c m  en cdlulas individuales de una foxma 
asincronica, lo cual la diferencia aim msls de la necrosis (Kerr y col., 1987). 
Finalmente, el proceso apopt6tico implica la activaci6n de un programa ce1ula-r de 
autodestrucci6n, como se versl mhs adelantes por lo que ha sido asimilada a un suicidio 
celular. 
1.1.4 CLASIFICACI~N MORFOL~GICA DE LA MUERTE CELULAR 
PROG-f2AMADA. 
A diferencia de Kerr y Wyllie que sostienen que todos 10s tipos de Muerte Celular 
Programada involucran la apoptosis, otros autores sostienen que existe una mayor 
diversidad (Clarke, 1990; Server y Mobley, 1991; Lorkshin y Zakeri, 1991; 
Schweichel y Merker, 1973). Una c l ~ c a c i 6 n  morfol6gica de relevancia divide 10s 
t i p s  de suicidio celular en tres modelos ultraestructurales bhsicos de m u m  celular 
durante el desarrollo (Sckweichel y Merkers 1973; Clarke, 1990). Una distincion 
fundamental entre ellos es la pdcipaci6n de 10s lisosomas. En el primer tip0 de 
m u m  las cilulas degeneran sin participaci6n aparmte de sus propios lisosomasi per0 
sus fiagmentos son degradados m 10s lisosomas secundarios de otras cklulas 
(heterofagocitosis). En el segundo t ip ,  las c6lulas son digeridas en una gran extension 
dentro de sus propios lisosomas (autofhgocitosis) y en el tercer t ip ,  las cilulas son 
depdadas sin que 10s lisosomas tengan ninguna participaci6n (Tabla 1.9 Fig. 1.1). 
TIPOS DE MUERTE CELULA. PROGRAMADA* 
Designation Nucleo Membrana Citoplasma Elimination 
- 
celular heterofigica 
Tipo 2 
Tipo 3A Dem~mi6 l lno  V ~ C U O ~ ~ ~  
lisosomal tar& seguida & 
Tipo 1 m- C o n M 6 x 1 ,  C- Perdida de hminente e 
Muertecelularde appamientodela formandoburbujas ribosmas&lRER importante 
tip nuclear ‘Tomah qm 0 @h Y de polisomas, 
conduce a una citoplasma reducido 
prim- en volUmf3l 
picnosis tomhbse denso a1 
mi-0 
electr6nico 
Desintegracih No 
general; ddataci6n 
de 10s orgawlos, 
f ~ d o e S p f 5 0  
"vacios*' que se 
fusionan~1108con 
otrosyconel 
especio extracelular 
Tipo 3B Tipo citophmhtico Tatdfo hmmento ReQndeado de la DiIataci6n del RE, Si 
en lagranularidad dula  mem- nuclear, 
delaanaatina aparato&Gob~ 
algumls veces 
mi- 
formandoespacios 
"vmA0s" 
RE: reticulo emdoplbmico. *AQptaQ & Clarke (1990) 
De estos tres t i p s  de muerte celular la mhs estudiada y mejor descripta a nivel celular, 
bioquimico y molecular es la muerte celular de Tipo 1 o Apoptosis. Actualmente es 
aceptado que este t i p  de muerte celular se camcteriza por la degdaci6n 
internucleosomal del ADN (Wyllie, 1980; Kerr y Harmon, 1991; Gavrieli y col 1992; 
Deckwerth y Johnson, 1993; Vaw y col., 1994; Koh y col., 1995), si bien no todos 10s 
autores esth de acuerdo con el uso de este criteria para d e e  a la apoptosis (Steller, 
1995; Jacobson y col., 1994; Martin y col., 1994). 
Tipo 1 
Tipo 3 
Figura 1.1. Reoresmtacion d t i c a  de 10s tres tiuo & muerte celular mhs comunes. Esta figura poki  
m n p m b e  con la ayuda & la Tabla 1.H. Ada* & Clarke (1990) 
1.2 APOPTOSIS 
13.1 MECANISMOS DE LA APOPTOSIS 
A fin de lograr una mayor claridad en la exposicibn de 10s temas, a partir de este 
punto, el t h i n 0  apopto& se utilizar6 exclosivamente para designar a la muerte 
celular de Tipo 1 de acuerdo a Clarke (1990), aceptendose el criterio de la degradacibn 
internucleosomal de la cromatina como matcador inequivoco del proceso. 
La maquineria molecular bhica necesaria para la ejecucibn del programa apoptotico 
p a c e  estar siempre presente en casi todas las cdlulas de d e r o ,  per0 la activacion 
del prognrma de suicidio celular est6 regulado por una variedad de Hales  que se 
pueden originar tanto en el espacio intracelular como en el medio extracelular (Steller, 
1995; Thompson, 1995; Williams y Smith, 1993; Gemhenson y Rotello, 1992; Lee y 
col., 1993). 
1.2.2 DEGRADACION INTERNUCLEOSOMAL DEL ADN. 
El evento bioquimico mejor defuzido en la apoptosis involucra a1 ADN nuclear. La 
doble cadena de ADN es cortada en las regiones de union entre 10s nucleosomas. Los 
fi-agmentos de 180-200 pb pueden ser vistos por electroforesis en geles de agarosa 
como un patr6n tipico en "escalera", mientras que en la necrosis el ADN es degradado 
a1 azar y muestra un "chorreado" en la electroforesis. 
Cuando las caracteristicas morfol6gicas de la apoptosis esth presentes, se detecta casi 
siempre la fhgmentaci6n internucleosomal del ADN (Wyllie, 1980; Arends y col., 
1990). La degradacibn del ADN ha sido asociada con la activacibn de nucleasas 
presentes en la cilula en forma inactin (Hewish y Burgoyne, 1973; Cohen y Duke, 
1984; Ken y Hamon, 1991; Lmebnik y col., 1993; Martin y col., 1994). Estas 
enzimas cortan el ADN primer0 en fkagmentos grandes (50-300 kilobases) y luego en 
fhgmentos oligonucleosomales cada vez msls peqaeilos (Steller, 1995; Martin y col., 
1994; Wyllie, 1980; Zakeri y col., 1993). 
La endonucleasa responsable del cork intemucleosomd del ADN en la apoptosis no 
ha sido a h  completamente caracterizada (Arends y col., 1990; Martin y col., 1994). 
Sin embargo, la dependencia de calcio y magnesia, asi como la inhibicibn por zinc, 
son las caracteristicas comunes mhs aceptdas para la nucleasa que se activa durante la 
apoptosis (Martin y col., 1994). Estudios recientes han involucrado a las DNAsa I 
(Peitsch y col., 1993) y DNAsa II (Bany y Esshnnn, 1993) como las endonucleasas 
responsables de la degradaci6n del ADN en la apoptosis. Sugiriendo que m b  de m a  
endonucleasa puede estar involucrada en la fhgmentacion apopt6tica del ADN (Martin 
y col. 1994). 
La degradation del ADN es un evento temprano en el desarrollo del proceso 
apoptdtico (Duke y col., 1983; Cohen y Duke, 1984; Rukenstein y col., 1991; 
Deckwert y Johnson, 1993; Batistatou y Greene, 199 1; 1993; Gemhenson y Rotello, 
1992). Debido a la importancia que tienen estos cambios nucleares tempranos, asi 
como a la reversibn del proceso apopt6tico por el tratamiento con inhibidores de 
endonucleases (Rukenstein y col., 1991; Batistatou y Greene, 1991; Deckwert y 
Johnson, 1993), se ha sugerido que las cC1ulas mueren como consecuencia de la 
degradacih endonucleoiitica de su ADN (Wyllie, 1980; Cohen y Duke, 1984; 
Gerschenson y Rotello, 1992). Sin embargo, las ckldas sin nucleo son 
fisiolbgicamente activas durante un period0 relathamente prolongado y pueden ser 
estimuladas a producir 10s cambios c i t o p ~ c o s  caracteristicos de la apoptosis 
(Jacobson y col., 1994; Raff y col., 1993). Por otra parte, nucleos aislados pueden 
mostrar condensaci6n y degradaci6n oligonucleosornd del ADN en un sisterna libre de 
celulas (Lazebnik y col. 1993). 
La evidencia inicial que sustenta la idea de que la apoptosis es causada por un 
programa activo de suicidio celular proviene de experimentos en 10s cuales la muerte 
pudo ser suprimih por inhibidores de la sintesis de proteinas o de ARN (Tata, 1966; 
Lockshin, 1966; Martin y col., 1988; Oppenheim y col. 1990). Sin embargo, 
eqerhentos posteriores muestran que ems inhibidores no son capaces de bloquear la 
apoptosis (Waring, 1990; Rukenstein y col., 1991) y aim pueden inducirla en muchas 
otras situaciones ( B d  y col., 1991; Gemhenson y Rotello, 1992; Martin y col., 
1994). Dado que el proceso apopt6tico puede o c b  aim en ausencia de sintesis de 
proteinas, se propuso que 10s componentes moledares de la maquinaria de la 
apoptosis son constitutivamente expsados en la mayoria de las cdulas de mamifeero 
1992; Steller, 1995). 
La evidencia mAs concluyente para la idea de que todas las proteinas requeridas para la 
apoptosis son expresadas constitutivamente en las cklulas de memifero, proviene de 
expimentos con celulas cuyos nucleos han sido removidos (Jacobson y col., 1994). 
Cuando 10s citoplastos son privados de 10s factores de supervivencia o son tratados con 
altas concentraciones del inhibidor de quinasas de proteinas estaurosporina, presentan 
10s cambios citoplasmaticos caracteristicos de la apoptosis. Estos resultados indican 
que 10s procesos principales de la apoptosis no requieren la tmmaipcion de nuevos 
genes. Por lo tanto, el requerhniento de la shtesis de ARN y proteinas para la 
induction de la muerte celular en algunos t i p s  celulares puede reflejar la expresih de 
molCculas que activan o reprimen la maquinaria de muerte celular presente, m8s que la 
prodoccih de algim componente requerido para el programa bhico de muerte celular 
(Steller, 1995; Raff y col, 1993; 1992; Rukenstein y col., 1991). Esto sugiere que 
la inhibition de la apoptosis por proteinas antiapoptticas es de fundamental 
importancia para la supervivencia de las celulas y que m u c h  celulas requieren la 
producci6n constante de estas proteinas para sobrevivir. 
13.4 LOS GENES DE LA APOPTOSIS 
Una cantidad creciente de estudios sugieren que la apoptosis involucra un mecanismo 
que esth, a1 menos, parcialmente consemado a travCs de la evolucib de 10s animales 
(Rag 1992; Vaux y col., 1994; Martin y col, 1994; Jacobson y Evan, 1994; Steller, 
1995). En este contexto, la aproximaci6n gmCtica que ha proporcionado 10s mejores 
resultados sobre 10s mecanismos de la muerte celular ha sido el adisis  del nematode 
Caemrhabditis eleguns. Una gran cantidad de mutaciones que afectan estadios 
especificos del programa de muerte celular han sido aislados en este organism0 (Ellis y 
col., 1992), y 10s genes correspondientes ordenados en vias ghicas (Fig. 1.2). 
La muerte celular programada en este nematode puede ser dividida en cuatro estadios 
diferentes: i) la decisih de la celula de vivir o morir; ii) la muerte de la cklula; iii) la 
f-itosis de la celula muata por fagocitos; y iv) la degradacion del cuerpo 
fagocitico. Han sido aisladas mutaciones que afectan a cada uno de estos estadios, 
de6niendo 14 genes que participan en el proceso de muerte celular programada del 
nematode. Las mutaciones que interfieren con la ejecuci6n de la muerte, la fagocitosis 
o la degradation afectan a todas las cClulas sodticas, mienbras que 10s genes 
involucrados en el paso de decisih 40 afec&n a mas pocas c61ulas @Us y col., 
1991; Steller, 1995) 
Se han aislado tres genes que afectan la ejecucicin de la muerte de todas las cklulas 
somaticas, ced-3, ced-4 y ced-9. La actividad de dos de estos genes, ced-3 y ced-4, es 
necesaria para que ocurra la muerte de las cClulas. El gen ced-4 codifica para una 
proteina sin homologia sigdicativa con ninguna otra proteina conocida. Sin embargo, 
el gen ced-3 codifica para una proteina que presenta una alta homologia con la familia 
de las cistein proteasas, que incluye a la Enzima de Conversion de la Interleukina-1 p 
(ICE; Cerretti y col., 1992; Yuan y col., 1993). La sobre-expresion de ced-3 o ICE en 
celulas de mamifero causa apoptosis (Miura y col., 1993). Por el contrario, el .gen ced- 
9 acth suprimiendo la apoptosis dependiente de 10s genes ced-3 y ced-4 (Hengartner y 
col., 1992; Jacobson y Evan, 1994). Mutaciones del gen ced-9 resultan en una muerte 
ceiular excesiva, a h  de celdas que no d e n  apoptosis dwante el desarrollo normal 
de C. elegans. Esta observation sugiere que el gen ced-9 es necesario para la 
su@vencia de muchas celulas en el nematode, a h  aquellas que normalmente no 
s&en apoptosis, probablemente suprimiendo un programa de muerte celular ubicuo. 
El gen ced-9 de Caenorhabditis elegarrs presenta una homologia de secuencia del23% 
con el gen de mamiferos bcl-2 (Hengartaer y H o ~ t z ,  1994), identificado en el sitio de 
traslocaci6n cromosbmica reciproca t(18: 14) en el linfoma folicular humano de cClulas 
B (Tsujimoto y col., 1984; Bakhishi y col, 1985; Cleary y Sktar, 1985; Cleary y col., 
1986). 
La expresi6n de bcl-2 suprime la apoptosis en varios tipos celulares, tanto in v i m  
como in vivo (Korsmeyer, 1992) y ratones deficientes para este gen muestran 
a u o d d a d e s  consistentes con la perdida de funcibn de un supresor de la muerte de 
t i p s  celulans especificos (Jacobson y Evan, 1994). Por otra parte, el gen human0 bcl- 
2 actiia como un supresor de la apoptosis en C. elegans (Hengartner y H o ~ t z ,  1994; 
Vaux y col., 1992). 
Una via de induction de la apoptosis en c61ulas de Were, para la cual no se ha 
encontrado contraparte en C. elegans, es la estimulada por el dafio a1 ADN, la cual 
parece requerir la actividad de la proteina p53 (Clarke y col., 1992; Lowe y col., 
1993). La sobre-expresibn de esta proteina puede inducir apoptosis en una variedad de 
condiciones (Sachs y Lotem, 1993). 
Figura 1.2. m h i c a s  & la muerte oelalsr u r o d  en Caenorhabdtis elepans. Mutaciones en 14 genes 
diferentes que afectan estadios eqxdicos de la muem celular programada en han sido aisladas. Las 
&ones relacionadas con la decisi6n & morir afeaan s610 a un h u z o  pequeiIo & a%las. Por el 
contrario, llos genes involucrados en toQs las etapas sdxcwmtes & la muerte dular son comunes a la muerte 
de todas las dldas sodticas en este organismo. Tres genes, ced-3, ced4 y ced-9, afectan la ejecwib &l 
programa & muerte. La actividad de ced-3 y cecl-4 p r o m  la muem, mientras que ced-9 adhmen& 
pmiene este proceso. Las interacciones entre estos genes han siQ &ducidas a tmv& del uso & combinaciiones 
& mutantes QMes. Adaptado & Ellis y col. (1991). 
13.5 LA FAMILIA BCL-2 Y SUS POSIBLES MECANISMOS DE ACCI~N. 
' I 
El primer trabajo que mostraba que bc2-2 podia prolongar la sobrevida de las cClulas se 
r& en c6lulas del sistema inmune (Vaux y col., 1988). En este trabajo se 
demostraba que la transfonnaci6n estable con vectores de expresi6n conteniendo bcl-2 
permitia la sobrevida de c6lulas pre-B inmaduras en ausencia de entomo tr6fico. Sin 
embargo, la capacidad de bcl-2 de bloquear la apoptosis fue formalmente demostrada 
por Hockenbery y col. (1990). Recientes estudios de la fimci6n de bcl-2 en neuronas 
en cultivo han establecido defintivamente su papel como supresor de la apoptosis 
(Garcia y col., 1992; AUsopp y col., 1993). Evidencia adicional en este sentido fue 
obtenida por medio de la reduccih de la q x e s i h  de bcl-2 M o d  cCldas con 
vectores conteniendo secuencias ‘‘antisense'' del gen. En estos experimentos se 
encontr6 que la disminucibn de la eqresi6n de bcl-2, si bien no conduce a la muerte 
celular, acelera la apoptosis inducida por privaci6n de factores tr6ficos (Reed y col., 
1990a,b; Kitada y col., 1993). Estos resultados son consistentes con el hecho de que 
varios t ips  celulares no contienen niveles detectables de la proteina Bcl-2 in vivo 
(Hockenbay y col., 1991; LeBnm y col, 1993; Lu y col., 1993). 
A d d  de prevenir la muerte por privaci6n de factores trbficos, la sobre-expresion de 
bcl-2 previene o reduce la muerte celular inducida por una gran variedad de estimulos 
(Reed, 1994). De hecho, Bcl-2 parece bloquear un evento relativamente temprano 
asociado con la muerte celular apoptbtica, de forma que previene 10s cambios 
morfologicos caracteristicos y reduce o previene la fragmentacibn intemucleosomal 
del ADN (Reed, 1994). Estos datos sugieren que Bcl-2 bloquea una via final comh 
que conduce a la muerte apopt6tica de las dlulas. 
A pesar que el mecanismo por el cual Bcl-2 previene el proceso apoptotico no es 
conocido, recientes redtados han aportado alguna evidencia al respecto. La 
protection ejercida por el gen bcl-2 no involucra la reduction en el da5o al ADN 
inducido por drogas, el increment0 de la tasa de reparation ni la inhibicibn de las 
alteraciones inducidas en la sewencia de nucle6tidos (Walton y col., 1993; Fisher y 
col., 1993). Esto indica que la proteina at& despuk que estos eventos tuvieron lugar, 
ya sea evitando que la presencia de ADN da0.ado sea transducida en uua seiial para la 
activacibn de la apoptosis o bloqueando la acci6n de la rnaquhia de la apoptosis. En 
base a estos resultados se ha especulado que existe una conexibn funcional entre Bcl-2 
y p53 (Reed, 1993). Sin embargo, en recienfes investigaciones usando ratones "knock- 
out" para p53 se detemin6 que esta prdeina es neceda  para la induccibn de la 
apoptosis fiente a ciextos estimulos (Lowe y col., 1993; Clarke y col., 1993), pero no 
para otros que tambih pueden ser blo(lueados por Bcl-2 (Sentman y col., 1991; 
Strasser y col., 1991; Siege1 y col., 1992; Mjashita y Reed, 1992; 1993). 
Por otra parte, la sobre-expresibn de bcl-2 no es capaz de revertir la apoptosis inducida 
por una variedad de estimulos (Reed, 1994). El reciente reporte de proteinas con una 
gran homologia de secuencia con bcl-2, capaces de reprimir su actividad anti- 
apoptotica, ha sugerido una posible explicacibn para la incapacidad de Bcl-2 de 
prevenir la apoptosis en algunas circunstancias y en ciertos t i p s  celulares (Boise y 
col., 1993; Oltari y col., 1993). Entre 10s genes de la familia de bcl-2 10s mhs 
interesantes parecen ser Bcl-X y Bax. El primer0 de ellos presenta una homologia del 
74% con bcl-2 y muestra hciones que son esencialmente idhticas (Boise y col, 
1993). Bax presenta una homologia de secuencia del 23% y si se consideran 10s 
reemplazos conservatives, tiene una similitud del 43% con Bcl-2. Bax es capaz de 
format heterodimeros con Bcl-2, inactivhdola (Oltari y col., 1993). Otros miembros 
de la familia bcl-2 son mcl-1 (35% de homologia; Kozopas y col., 1993)) y A1 (40% 
de homologia; Lin y col., 1993) de 10s cuales se desconoce su funcibn. 
Debido a su ubicacibn intracelula., en membrana nuclear, partes del reticulo 
e n d o p l ~ c o  y membrana extema mitocondrid, per0 no en otras membranas (Chen- 
Levy y col., 1989; Monaghan y col., 1992; Jacobson y col., 1993; Hockenbery y col., 
1990), se post1116 que 10s efectos de Bcl-2 podrian estar ligados a la movilizacibn del 
Ca2' (Be y col., 1993) o a1 daiio oxidativo (Hockenbery y col., 1993). Una hip6tesis 
particularmente atractiva involucra tanto al chilo. oxidativo en la induction de la 
apoptosis (Buttke y Sandstrom, 1994; Wood y Youle, 1994; Richter, 1993;) como al 
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descubrjmiento que Bcl-2 evita la lipoperoxidaciibn y posiblemente la acumulacion de 
otras especies reactivas del oxigeno, al menos en algunos modelos (Kane y col., 1993; 
Hockenbery y col., 1993). Si bien para las cdlulas de mamifero no se ha establecido 
claramente una relaciibn caw-efecto entre Bcl-2 y el control del metabolisno redox 
celular, un importante argument0 a favor de esta hip6tesis proviene de experimentos 
realizados en Saccharomices cerevisiae deficientes para la enzima mitocondrial Mn- 
superibxido dismutasa (Mn-SOD) donde la expresiibn de Bcl-2 restablece el 
crecimiento en condiciones de metabolimo aerbbico (Kane y col., 1993). 
1.2.6 AGENTES QUE ESTIMULAN EL PROCESO APoPT~TKo 
En 10s &imos aiios han sido descxiptos una gran nirmero de agentes con la capacidad 
de estimular la apoptosis en diferentes sistemas celulares. Asi mismo, se ha encontrado 
que es posible desencadenar la muerte celular por procesos apopttiticos en casi 
cualquier tipo de celula de mamifero (Steller, 1995; Nagata y Golstein, 1995; 
Thompson, 1995; Buttke y Sandstrom, 1994; Gerschenson y Rotello, 1992). Los 
inductores de la apoptosis pueden ser clasificados en: actidores fisiolibgicos- 
inductores patolibgicos, agentes temp6uticos y toxinas (Tabla 1 .m). 
La Tabla 1.IV muestra algunos ejemplos seleccionados de la incidencia de 10s 
difefentes inductores en una variedad de tips celulares, que incluye lineas celulares, 
cultivos primaries y estudios in vivo. Finalmente, 10s mecanisnos por 10s cuales estos 
compuestos desencademm el proceso apopt6tico no han sido completamente 
elucidados. De hecho, para la mayoria de ellos, &lo se ha descripto su capacidad de 
estimular la muerte celular en modelos in vitro. 
Un mecanismo particularmente interesante de induccibn de la apoptosis es la 
estimulaciibn del program de suicidio celular por privation de factores tr6ficos. Si las 
proteinas efectoras de la apoptosis eseiin presentes en las celulas vivas, su actividad 
ptencialmente letal debe estar inhibida en las cdlulas que sobreviven. En este sentido, 
:.IA ' 
:+~:l I proteinas efectoras de la apoptosis estan presentes en las ctlulas vivas, su actividad 
ptencialmente letal debe estar inhibida en las cklulas que sobreviva. En este sentido, 
s ha propuesto que las cilulas estsn progrrrmadas para suicidarse y reqrrieren d e s  
continuas de otras ctlulas para sobrevivir 1992; Raff y col., 1993). 
TABLA 1.IIL CLASIFICACION DE LOS AGENTES Y CONDICIONES QUE 
INDUCEN LA APOPTOSIS* 
Activadores Inductores Agentes terap4uticos Toxinas 
fisiologicos patol6giws 
1- Familia del TNF: 
L i g d o  FAS 
TNF 
p75- 
l-Drogas, 
quimiotemp&icas: 
Cisplatina 
v i i  
Do- 
Citosinaarabiabsdo 
Metotrexato 
gamma 
beta 
ultravioleta 
2- Inhibidores de la 
tmmaipd6n: 
Actinomicina D 
8- Oxido nitric0 9- Rivaci6n & nurrientes- 
anhet&olitas 
Lista parcial& 10s agentes reportados como iradaaores & la apoptosis. Adap&& & 1995. 
Este hip6tesis es una extensi6n de la ampliamente aceptada T e o ~  Neurotr6fica 
(Pruveq 1988; Oppenheim, 199 I), que est6 basada en dos suposiciones principales: 
La sobrevida de las neuronas de 10s vertebrados en desarrollo depende de factores 
neurottoficos espec%cos secretldos por las cC1ulas que la neurona dek inervar. 
Muchos t i p s  de neuronas son producidos en exceso, de forma que s610 una park 
de ellas pude alcanzar el soporte trofico de las cklulas blanco. 
TABLA 1.N. E s T ~ J L O S  QUE INDUCEN LA APOPTOSIS EN SISTEMAS 
CELULARES ESPEC~COS 
Pohdy col., 1994 
ATP Zheng y col., 1991 
L e T ( m c - )  Rotello y col., 1991a 
Cul~primariasdeenQsnetrio Bansalycol., 1991 
deconejo 
Duranty col., 1980 
. . 
-Y -, 1990 
Joseph y col., 1993 
c u l t i v o ~ & N e P r o n a s  Ratan y col., 1994 
corticales Troy y Shehski, 1994 
Ctlulas PC12 
Liafoma de d l u b  T  duk) Kolber y col., 1990 
Cohen y Duke, 1984 
McConkeyy col., 1989 
C&alasHT.,-60 Rotello y col., 1991a 
cul~paimariosdeadonmetrio Bansanycoi., 1991 
&cQqjo 
Kare y col., 1991 
Walltinsbaw y Waters, 1994 
Ken y Stgtle, 1972 
Lowe y col., 1993 
oxi& nftrico (NO) Albina y col., 1993 
Cui y col., 1994 
Kho y col., 1995 
Dcdnv&h y k&nson, 1993 
Martin y col., 198% 
bhserycol., 1992 
c&mkimycol., 1990 
RukenWn y col, 1991 
Batistatoa y Greene, 1991 
WiUiamsycol., 1990 
Tumor Necrosis Factor Schmid y cd., 1987 
Lanicky Wright, 1990 
Culrivos & &ulas & endo-o Rotello y col., 1991b 
&conejo 
.E.yidencias pohores indican quc el soporte tdfico de las dldw tambib puede 
pi:- de sus aferencias y de oms d h h  cun las que iuteractb ( M y  col., 1993). 
Es posible que las neuronas que no cmiadm con su blanco sean menos competitivas 
para amer y/o estsbleca loo conractor aferentes lpraves, 1988), que la p M d a  de 
estpg cmtactos reduzca su W d a d  para pyectar un ax6n y/o eW1ecq. contactos 
~6;a blanco, de form de obtenfm el s o w  Mfico necesario pah wbrwivir 
(Oppenheeim, 1991) Un apyo adicicmaI a la hi- de Raff y col. es la creciente 
cantidad de evidencia sugkiendo que m o I h h s  pracfucdas por la glia o duivadas de 
la mrttriz ahcefuiar son im- en el . 'ento de la  SO^.&. &! hs 
neumw (Wdicke, 1989; J o h m  y col., 1988; Hdmgcr y col,, 198 1; HattlSL coL, 
1989; We, 1989; Zurn y cot., 1994; Henderson y col., 1994; Hughes y wl., 1993; 
Son y Thompwn, 199Sgb). 
Mwhos factclres y sus receptm han sido caracteri2.ados a nivel molecnlar 
(Lindsay y col., 1994.X sin embargo, el mecanism0 por el cual la actimih de 10s 
mqtores regda el programa apptbtica no e d  claro. h s  f a m s  trdficos pueden 
prm& la estimW6n de la w s i s  redudendo la amtidad y/o la d v i d a d  de 
prokinas efktam c r u d e s  a aiveles imams. Otra posiMdad es que 10s receptores 
de factores trhficos activadus podriaa Mi la m e  celutar estimulmdo la actividai 
protectom de prokinas O m t i - ~ c 8 s ,  tdes como h de 10s mi-s de la fmdia 
Bcl-2. Recientemente ha sido reportado qne el receptor dc baja ahidad para el War 
de &ento newioso (NGF), p75WOPP, es cqaz  de estimalar I. en ckluks 
en cdtivo ( b b i m k h  y MI., 1993). h s  efectos del NGF son medhdos, a1 menos en 
park, por el TrkA (receptor de aha Wdad para el NGF), que tiene una acthidad de 
quhma & hsinss (K1eh y col., 1991; Wemps&dy col., 1991; 1992). La funci6n &I 
p75NGm no esth completamente caracterizadq si bien ha rid0 q o r b d o  que iacfementa 
la ahidad del TrkA por el NGF @ e m p d  y col., 1991). Este receptor pertenece a la 
famiha d d  receptor para el facia de necrosis tumoral (TNF)* rm gmpo de receptores 
especialkh en la induccih de la muerte celular por mecanismos rtpptbticos 
(Naga!a y Goldstein, 1995). 
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(Hockenbery y col., 1993). 
La radiacibn ionizante es uno de 10s pocos indudores de la apoptosis del que se 
conoce como ac th  Por medio de la producci6n del radical hidroxilo @or radiolisis 
directa de las moldculas de agua) produce da2Lo oxidativo a macromoldculas de la 
cdlula , incluyendo el M o  directo al ADN (Buttke y Smdstrom, 1994). Otros pro- 
oxidantes, tales como el perbxido & hidrbgeno, pueden estimular la liberacibn 
mitocondrial de calcio. El aument0 'de la concentraci6n citoplasnstca de calcio 
conduce al aumento en la demmda de tnergia y a la digninucibn del potential de 
membmna en las mitoconh. La disminucib de la capacidad de las mitocondrh 
para mantener 10s niveles de calcio y la M a  en la shtesis de adenosina t-osfato 
(ATP) conducen a un dramabico increment0 en el calcio citopldtico (Rtchter, 
1994), que resulta fatal para las cdlulas. 
Por otra parte, es posible que 10s radicales libres, u otros compuestos relacionados, 
puedan activar la expresibn de 10s genes responsables de la apoptosis a travds de un 
factor de trandpcion nuclear capaz de responder al estrds oxidativo, tal como el NF- 
KB (Schreck y col., 1992). Este factor de tnmscripcib es a d d o  por una variedad de 
estimulos entre 10s que se destacm la proteina p amiloide (Bhel y cot., 1994) y el 
TNF-a (Schreck y col., 1992; ), 10s cuales estimulm el estrds oxidativo y la muerte por 
mecanisnos apoptoticos. Ad misrno, wios estudios ha mostrado que diferentes 
agentes antioxidantes inhiben la activacib del NF-KB (Schreck y Baeuerle, 1991; 
Scherck y col., 1992; Meyer y col., 1993qb). 
Los radicales libres no d o  producen daiTio directo al ADN sin0 que tambih afectan 
otros blancos dentro de la cilula y de esta forma podrian actuar como segundos 
mensajeros y estimular el propma de la apoptosis independientemente del M o  a1 
ADN (Wood y Youle, 1994). Un modelo propuesto para el estrCs oxidativo como 
mediador de la apoptosis puede verse en la Figura 1.3. 
W e s q u e  
esthulan el estds 
oxidativo 
Antioxidantes 
exthenos Extracelular 
0 2 - 9  Hz029 . I . Lipopexoxidaciin OW. 'NO t 
Daiio a1 ADN Nircleo 4 (+I TranscxipcicjIl 
PADPRT 4 h e s  & la 
Apoptosis 
Figura 1.3. Panel mnmesto ~ a r a  el oxidah como mediaQr & la awa(osis. Las dlulas mantienen un 
adecuado eqdiio redox balanceando log nivdes de oxidantes y anlioxidantes. Como 
cmxmmch & algums esthulos, la respim56n mitaamdrM se increments, lo que &ta en un aumento de 
10s niveles & radicals h i  (RLs) y oxidantes o as. LQS mam5kgos y 10s astrocitos activados 
proctucen radicales h i  que pue&n contriboir at aumento ce log nhdes celulares & estos agentes. Los 
sistemas antioxidantes &gems pmeden permitir a las c&llas tamponar el aumento & la pmducci6n & RLs; 
un efccto similar plede ser mediado por Bcl-2. Cuancb 10s niveles & dehsas antioxidantes son hsuficim, 
la dais pak s d i r  las consecacIEcias del estrCs oxidative, que conduce a la actb56n & Eaaores & 
tmma@ci6n como el NF-KB. Por otra partc el dafb oxidative del ADN activa la poli-ADP-ni tm&efasa 
(PADFRT), mientras que la lipopemxidaci6n pmede conducir a un aumento & la wncentrac6n & calcio 
citopbdt~co. Ada@& de Buttke y saxdstmm, 1994. 
I 
En la Figura. 1.4 se muestra un esquema general de 10s conocimientos de 10s que se 
dispone actualmate sobre 10s mecanisnos i n v o l d o s  en la apoptosis en cdlulas de 
Este modelo establece que diferentes estfmulos - tales como la privacibn de factores 
tr6ficos, el daiio al ADN @or radiaciones ionizantes o radicales fibres), d t d o n e s  
metaMficas o del ciclo celular (por venenos metaMlicos o inhibidores mitbticos) o la 
activacibn de receptores que particip en la respuesta inmune - liberau una seiial 
comim que determina la activacibn el psograma de la apoptosis. Esta se2Cal puede ser 
inhibida por proteinas anti-apopt&icas -tales como Bcl-2, las que a su vez pueden ser 
inhibidas por proteinas pro-apoptbticas como Bax o, por la activacih de 10s receptores 
para factores trbficos (dentro de un period0 que difiere para 10s diferentes tip0 
celulares). La &ial central para la muerte celular actiwuia proteasas - de la familia de 
las cistein-prot,~ como ICE - que &an responsables de 10s cambios morfol6gicos 
caracterMcos de la apoptosis y de la activacibn de nucleasas. En casi todos 10s casos, 
la via final comh de Ias ctlulas apo@cas seria la fagmitosis par macrbfagos o 
c6lulas vecinas. 
13.9 LA APOPT'OSIS EN LA PA TO LOG^ 
Como ha sido discutido previamnte, la decisih de la cdlda de activar el prognuna de 
la apoptosis puede ser influenciada por una amplia variedad de estimulos. Recientes 
evidencias sugieren que alteraciones en la sobrevida de las dlulas contribuye a la 
patoghesis de un variedad de enfe~~ledades humanas que incluyen el cbcer, las 
iafecciones virales, las enfmedades autoinmunes, 10s desordenes neurodegenerativos 
y el sindrome de inmunodeficiencia adquirido (Thompson, 1995). 
Activaci6n de receptores 
para la mue* Pa, Apol, c&las T Activaci6n de 
Falta & TNF) citot4xicas endonucleasa 
Seiial central para - 
la muerte celular &--&'--, Fagocitwis la snperficie 
DaiIo &l 
DNA BCL2 Alteracionesmetab6licas P- Reoqganizacidn 
0 &l ciclo celular tn%om del citoesqaeleto 
Figurn 1.4. Madelo hiuotktico de la remki6n de la muerte celular amgt6tica Como se encuentra 
diagramado, el final miis fiecuente & la apow es la remoci6n & las cdlulas muertas por fagocitosis. Tanto 
Ed-2 como ICE son miembm & grandes ikmihs ghicas. 
La sobrevida de 10s organismos multiceldares depende del correct0 funcionamiento de 
sus diversos tipos celulares. La viabilidad del organism0 adult0 depende del 
mantemimiento y renovacibn de esos t ips  celulares. En 10s vertebrados, las diferentes 
ckldas presentan una gran variedad de mecanismos que las mantienen viables durante 
la vida del organismo. La cdldas sanguineas, por ejemplo, presentan una constante 
renovacibn a partir de las cdlulas hematopoydticas progenitoras. Los linfocitos y las 
celulas de 10s brganos reproductores presentan expamiones y contracciones ciclicas en 
la medida que participan en la defensa del organism0 o en la reproduccion, 
respetivamente. Por el contrario, las cClulas nerviosas tiene una capacidad limitada de 
autorenovacibn, y la mayoria de las neuronas sobreviven durante toda la vida del 
organismo. 
1.2.9.1 Muerte celular en enfmmeddes neurodegenmathas. 
Una gran variedad de enfermedades neurol6gicas se caractcrizaa por la p&dida 
gradual de t ips  neuronales especificos (Heintz, 1993; Isacson, 1993). Estos 
descjrdenes incluyen la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la 

1.3 RADIOiLES LIBRES 
13.1 INTRODUCCI~N A LA BIOQU~ICA DE LOS RADICALES LIBRES. 
Los radicafes fibres (RLs) son especies quhicas* generalmente muy reactivas, que 
tienen al menos un orbital con un electron desapareado (Cheeseman y Slater, 1993). 
Los radicales libres pueden formarse por tres vim: 
i) la ruptura homolitica de la d n  covalente de una mol6cula donde cada m e n t o  
retiene uno de 10s electrones 
ii) la ptkdida de un imico electron por una molCcula 
A+Ah+e' 
iii) por la adicibn de un electron a una mol6cula 
A+e-+A* 
La transferencia electronics es miis comh en 10s sistemas biologicos que la fision 
homolitica, la que generalmente requiere una fuente de alta energia (alta temperatura, 
luz ultravioleta o radiaciones ionizantes). La fisi6n heterolitica en la cud 10s electrones 
de la union covalente son retenidos por uno de 10s hgmentos de la mol6cula no 
resulta en la formation de radicales libres sin0 de iones. Los radicales libres pueden 
ser el6ctricamente neutros o tener carga positiva o negativa. El electron desapareado y 
la naturaleza de radical de las especies se indican convencionalmente con un punto 
supexindice. 
13.2 EL OXIGENO MOLECULAR 0 DIO~GENO ES UN DI-RADICAL 
Puede ser una fuente de cohsi6n que 10s electrones de una de las mol6culas m h  
importantes en la bioquimica de 10s radicales libres, el oxigeno (02) esten distribuidos 
de tal manera que dos de 10s electrones esth desapareados. Por este motivo el oxigeno 
es considerado como un di-radical (Cohen, 1994). Mientras que la naturaleza di- 
radical del oxigeno lo capacita para reaccionar rkpidamente con otros radicales fibres, 
en general reacciona lentamente con otras especies que no tienen naturaleza radical 
(Cohen, 1994; Cheeseman y Slater, 1993). Cuando se consideran sus reacciones en el 
context0 de la bioquimica de 10s radicales libres, en general es I& sencillo 
considerarlo como una moldcula normal, que puede unirse facilmente a 10s radicales 
libres o aceptar electrones de ellos, que considerarlo un radical libre. 
1 3 3  RADICALES LIBRES Y ESPECIES REACTIVAS DEL O~GENO. 
Los radicales libres mhs importantes en 10s sistemas biol6gicos son 10s radicales 
derivados del oxigeno y el bxido nitric0 o), que es un radical libre del nitrogen0 ya 
que el electron desapareado esth la mayor parte del tiempo en el nitrogen0 (Gilbert, 
1994) y al cual nos referiremos en detalle msls adelante. Los r&ales libres del 
oxfgeno son aquellos que tienen un electr6n desapareado asociado con un atom0 de 
oxigeno (Cohen, 1994). La reduccibn del oxigeno molecular, por transferencia de un 
electron conduce a la formation del radical libre anion superoxido (029. La 
tratderencia de un segundo electron al radical super6xido resulta en al formacion de 
peroxido de hidrogeno (KO2). Esth liltima moldcula no es un radical libre pero es 
incluido en la categoria de especies reactivas del oxigeno, que incluye a 10s radicales 
libres del oxigeno y a 10s derivados oxigenados de naturaleza no radical que estiin 
relacionados en la producci6n de radicales del oxigeno (Cohen, 1994; Cheeseman y 
Slater, 1993). La reduction sucesiva del H202 con dos electrones da lugar a la 
formacion de radical hidroxilo WH) primer0 y fhahente agua (Fig. 1.5). 
En 10s sistemas biol@cos, el peroxid0 de hidrogeno pude ser producido por la 
reaction de dos moldculas de radical supedxido: 
202* + 2W + H202 + O2 
oxigeno radical pa6xido & radical 
super6rrido hidr6gcllo hidr6xilo 
I Figara 1.5. Proceso de reducci6n del odeeno molecular a a m .  Las diferentes etapas muestran 10s procfuctos de la reducci6n mr un electr6n de la esDecie antexior. 
Debido a que la reaccion de dos radicales libres time como producto mol~culas de 
naturaleza no radical, esta reaccidn se conoce como dismutacibn (Cheeseman y Slater, 
1993). Esta reaccidn puede tener lugar espontsrneamente, aunque muy lentamente, o 
ser catalizada por la enzima super6xido dismutasa (SOD; McCord y Fridovich, 1969). 
El perhido de hidrogeno es un compuesto muy importante en la bioqujmica de 10s 
radicales libres debido a que, en presencia de metales de transition, puede producir 
radical hidroxilo (el miis reactivo de 10s radicales libres del oxigeno) por medio de la 
reaccidn de Fenton (Koppenol, 1993): 
H202 + Fe2+ + .OH + OH + Fe3+ 
Esta es tambi6n conocida como ciclo redaxr ccltcrlizado pot kierro & Haber-W&s 
(Cheeseman y Slater, 1993; Beckman, 1994; Cohen, 1994), que incluye una segunda 
reaccibn de reduccion del hierro que cierra el ciclo: 
Fe3' + 02* + + O2 
Contrariamente a lo que se piensa, el radical super6xido no es un oxidante agresivo. 
En sistemas biologicos es I& importante como agente reductor de metales de 
transicibn (como el hierro o el cobre) o de quinonas. En la reduccion de quinonas se 
forma un nuevo radical centrado en el odgeno, que es la semiquinona correspondiente 
(Cohen, 1994): 
' 4 - 1 '  ' , i : I #  ' 
t 
El superoxido time a d d  la capacidad de oxidar catecoles, incluidas las 
Catecolamina + 02' + H' + SQ' + Hz02 
En esta reaccion se forma la semiquinona correspondiente, mientras que el radical 
superoxido es reducido a perdxido de hidrbgeno (Cohen, 1994). Por ejemplo, en el 
caso de la 6-hidroxidopamina (una neurotortina muy reactiva) a pH neutro, la aparicion 
del radical superoxido resulta en la causis  de una potente secuencia de auto- 
oxidation (Heikkila y Cohen, 1973): ni bien se forma el radical super6xid0, reemplaza 
al oxigeno como el agente oxidante del catecol, como fue indicado anteriormente. La 
reaccih subsecuente de la semiquinona con el oxigeno produce la quinona 
correspondiente con regeneracihn del super6xido: 
SQm+02+Q+02'+H+ 
De esta forma, la auto-oxidaci6n de la 6-hidroxidopamina consiste de una reaccion en 
cadena en la que el superbxido es a l tdvamente  consumido y regenerado. 
En condiciones de pH bajo, el radical super6xido puede protonarse para formar el 
radical perhidroxilo (HO;), una especie miis oxidante y reactiva, per0 a pH fisiol6gico 
menos del 1% del super6xido se encuentra en esta forma (Cheeseman y Slater, 1993). 
El perdxido de hidrdgeno es un agente oxidante relativamente estable y con vida 
media larga (Cohen, 1994). Su principal importancia radica es que es la fuente de 
radical hidroxilo por las reacciones que involucran la participacibn de metales de 
trausici611, como fue mostrado anteriormente. 
El radical hidroxilo tiene ma muy alta reactividad quimica y gran poder oxidante, 
reaccionando con las biomoldculas a velocidades controladas por difusi6n (Cheeseman 
y Slater, 1993; Beckman, 1994; Cohen, 1994). Como consecuencia de su reactividad, 
time m a  vida media extremadamente corta y no difunde distancias significativas antes 
de reaccionar, per0 es capaz de producir un gran daiio dentro de un pequdo radio de 
su sitio de fonnacion (Cheeseman y Slater, 1993). 
I .  
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13.4 OTROS RADICALES LIBRES EN LOS SISTEMAS BIOL~GICOS 
I i 
Los radicales libres del oxigeno no son 10s Gnicos radicales libres importantes en 10s 
sistemas biolbgicos, a pesar de ser las primeras especies en formarse (Cheeseman y 
Slater, 1993). Otros radicales libres importantes son la gran cantidad de radicales 
centrados en el carbono (FC) que son producidos por el ataque de un radical oxidante 
(por ejemplo el radical hidroxilo) a moldadas biologicas (RH) tales como 10s lipidos, 
kidos nucleicos, hidratos de carbono y proteinas (Gebicki y Bielski, 1981; Floyd y 
Carney, 1990; Olanow, 1993; Sendtner y Thoenen, 1994). Los radicales centrados en 
el carbono reaccionan muy dpidamente con el oxfgeno para format 10s radicales 
peroxilos correspondientes (ROO?, 10s que a su vez pueden participar en reacciones 
que generan radicales alcoxilos (R03 durante la reaccion en cadena de 
lipoperoxidacion (Cohen, 1994; Cheeseman y Slater, 1993; Porter, 1990; Gardner, 
1989). Los htomos de azufk tambib pueden ser el centro para radicales libres 
(radicales tiol, RS? f o d o s ,  por ejemplo en la oxidation del glutatibn (Cheeseman 
y Slater, 1993). Otros radicales libres de importancia biologica son 10s radides 
centrados en el nitr6geno (Beckman, 1994), tales como el oxid0 nitric0 (%lo) y el 
dioxido de nitrogen0 W02). 
En condiciones normales, 10s radicales libres son producidos en las cdlulas por 
reacciones de tramfixencia de electrones. Estas reacciones pueden ser mediadas por 
enzimas, espontheas o catalizadas por metales de transicibn (Cheeseman y Slater, 
1993). 
La produccion de radicales libres en las cdlulas puede ser accidental o deliberada 
(Tabla 1.V). Los radicales libres son deliberadamente generados por las cklulas 
anhnales en circunstancias especiales debido a que pueden ser beneficiosos si se 10s 
mantiene controlados y dirigidos. Algunas endmas utilizan un radical Libre en su sitio 
activo durante el proceso de cathlisis, por ejemplo la ribonuclebtido reductasa (Stubbe, 
1990; Riechard y Ehrenberg, 1983). En estos casos 10s radicales libres no son 
realmente "libres" del todo y su reactividad esth dirigida a una reaccion especfica. Los 
macrofagos activados tambih producen deliberadamente radical superoxido como 
parte de su actividad bactericida (Baboir, 1984; 1978; Klebano~ 1980) a traves de la 
activacibn de la enzima NADPH-oxidasa (Bellavite, 1988), que oxida NADPH en 
presencia de oxigeno para formar radical superoxido en la interfase de la membrana 
p l d t i c a  y la bacteria. 
En condiciones normales, la mayor fuente de radicales libre en las celulas es la 
reduccibn parcial del oxigeno por electrones provenientes de la cadena de tramfixencia 
electronics mitocondrial (Cheeseman y Slater, 1993; Chance y col., 1979; Cardenas, 
1989). Especies reactivas del oxigeno tales como el radical superoxido, el peroxido de 
hidrogeno y el radical hidroxilo son metabolites presentes en las mitocondrias (Chance 
y col., 1979; Cardenas, 1989). Las mitocondrias consumen alrededor del 90% del 
oxigeno corporal y son una fuente particulmente rica de especies reactivas del 
oxigeno, debido a que aproximadamente el 1-2% del oxigeno metabolizado por las 
mitocondrias es normalmente convertid0 en radical superbxido en varios sitios 
constitutivos de la membrana intema y la matriz mitocondrial (Chance y col., 1979). 
Se ha estimado que durante el metaboho normal de las mitocondrias de higado de 
rata se producen alrededor de 3 x lo7 mol~culas de radical superoxido por &a por 
mitocondria Ftcher, 1988). 
Ademis de la produccion fisiol6gica, las mitocondrias producen grandes cantidades de 
especies rwtivas del oxigeno en presencia de ciertos compuestos y en condiciones 
patolbgicas. Asi, el aloxan (Frei y col., 1985), la divicina (Graf y col., 1985), la 
m ~ o n a  (Frei y col., 1986), la tetraclorodibenzo-Hoxina (Noh1 y col., 1989), la 
elevacibn del ca2' intracelular (Chacon y Acosta, 1991), el m&enilpiridina (Cleeter, 
1992) o el TNFa (Schulze-Osthoff y col., 1992) estimulan la produccion mitocondrial 
/ I 
de especies reactivas del oxigeno. Mh a h ,  procesos de isquemia-rephion urnens 
y col., 1991), la proteina P-amiloide (Behl y col. 1994) y el neurotransmisor 
excitatorio glutamato (Lafon-Cazal y col., 1993) e h u l a n  un aumento de la 
produccibn celular de especies reactivas del oxigeno. 
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TABLA 1.V. PRINCIPALES FUENTES CELULARES DE RADICALES LIBRES. 
Origen Especies oxidantes 
A) Ed* 
Xantina oxidasa 
Monoamino oxidasa 
Escape de la cadena mitocondrial de 
transporte de electrons 
Enzima de sintesis del oxido nitric0 
Macrofkgos activados 
Reacciones de auto-oxidation de 
catecolaminas, ascorbato y GSH 
Ciclos redox (mediados por agentes 
reductores Wares; p. ej. ascorbato) 
Metales: hierro, cobre 
Toxinas celulares: 6-hidroxidopamina, 
menadiona, paraquat, alloxan 
Reacciones de tipo Fenton 
.NO 
02-, 'OH 
'OH 
Reacciones de peroxidacibn de lipidos R', RO', ROO', ROOH 
Adaptado de Cohen, 1994 
13.6 MECANISMOS DE DEFENSA ANTIOXIDANTE. 
Las cilulas anbales disponen de una variedad de mecanismos de proteccibn contra 10s 
efectos delethos de 10s radicales libres - probablemente debido a que una produccibn 
basal de radicales libres y oxidantes es inevitable en el metabolismo aerbbico - que en 
conjunto son conocidas como def ia s  M ~ ~ R S  (Cheeseman y Slater, 1993). 
Hay dos categorias principales de deftmas contra 10s radicales libres, la primera 
previene la formacion de radicales libres y la segunda intercepts 10s radicales libres 
que se hayan formado (Cotgreave y col., 1988). Las defensas antioxidantes e h  
presentes tanto en las membranas como solubles en el citoplasma celular y pueden ser 
tanto de t i p  enzimltico como no enzimBrtico (Tabla 1.VI). 
Las defensas preventivas incluyen s&emas eficientes de transferencia de electrones y 
de secuestro de 10s metales de transicibn. El hierro, por ejemplo, esth fiertemente 
ligado a proteinas especiales tales como la ~~ y la fenitina (Halliwell y 
Gutteridge, 1984). Sin embargo, se ha postulado que pclrian excitir pequ- 
cantidades de hierr0 en un "pool" de bajo peso molecular que seria mhs reactivo y que 
la generacion de radicales libres puede conducir a la liberaci6n de 10s metales de 
trausicibn de las proteinas secuestradores (Halliwell y col., 1992). Otra forma de 
deftma preventiva es la eliminacibn de 10s perbxidos que reaccionan con 10s metales 
de transition para producir radicales libres. La catalasa y la glutation (GSH) 
peroxidasa (acoplada a la glutati6n reductasa que regenera el glutation reducido) 
catllizan la descomposicion de 10s per6idos. La primera esth localizada en 10s 
peroxisomas y actiia sobre el peroxido de hidr6geno; la segunda e d  localizada en el 
citosol y la mat& mitocondrial y es .ctiva tanto sobre el perbxido de hidrogeno como 
10s hidroper6xidos de acidos grasos (usando como cofactor al glutation reducido), si 
son previamente separados de 10s fosfolipidos de la membrana p r  una fosfolipasa 
(Wendel 1980). 
Otras defensas interceptan o capturan 10s radicales libres. Entre ellas esten las dos 
formas de la hnica enzima conocida que time como substrato a un radical libre: la 
cobrelzinc superbxido dismutasa citoplasmhtica y la manganese super6ddo dismutasa 
mitocondrial. Sin embargo, la mayoria & las defmsas destinadas a capturar 10s 
radicales libres no son de tip0 azimhlica. No se conocen enzimas que eliminen 10s 
radicales hidroxilo; la alta reactividad de este compuesto, limitada &lo por la &ion, 
y dpido consumo hace que un sistema enzimatico de protection no sea posible. El 
radical hidroxilo es atrapado por sistemas de naturaleza no &tica, tanto de t i p  
hidroolnbles como el ascorbato (Stocker y Frei, 1991), el kid0 irrico (Stocker y Frei, 
1991) y d g l d b n  (Cutgreave y col., 1988), como liposoIubles como d tocoferoI 
(lktm y col., 1983qb; Burton y IngoId, f 986) y la ubi@oaa (Stocker y col., 199 1). 
EnzhmW Agmm d b w o s  Agentes &mmos' 
Cu/zn-SOD (citothlica) A3mrbatob Etano1 
&SOX> ( ~ o c o n ~ )  GSH W t o l  
GSH peroxidsaa Urato . . D m d d h i d o  
GSH-S-s-' C&x0aminasd 
GSSG reductastr a-tocoferol I3-m 
13.7 REACTWIDAD DE LOS WICALES LIBRES 
Todas las biomol6culas pueden ser atacadas por 10s radicales likes. E&e e h  lipidos 
representan mol6culas relevantes en el daiio oxidative. Las membranas dukes 
contienen g a l e s  cmtidades de kidos grasos poli-imatmhs, 10s cuales son 
a t a c h s  ripidmeate por 10s d c a l e s  l i b .  La destruccih mdativa de 10s lipidas 
de membma, conocida como -n, es parti- daiiha porque 
tiene lug= como una read611 ea cadena autopropagada (Ch- y Slater, 1993; 
Porter, 1990). El p m s o  general de lipopmidaci6n comiema caaado m hido paso 
W o  es a h d o  por un radical oxidante (reaccith de iniciacih): 
LH+Rrn+L*+RH 
!: f 
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EstD reaccion genera un radical Acido gram que rhpidamente incorpora oxigeno para 
fonnar el radical peroxilo del Acido gnrso: 
L' + o2 + LOO' 
Los radicales peroxilo son 10s propagadores de la reaccion en cadena, pudiendo oxidar 
mhs moldculas de lipidos e iniciando notMs cadenas, produciendo hidroperoiddos y 
radicales lipidicos (reaccion de propagach): 
LOO' + L'H + LOOH + L" 
Los hidroper6xidos puede rompcrse gemmudo mhs radicales y una grm variedad de 
compuestos, como por ejemplo aldehidos (Poter, 1990; Esterbauer y col., 1990): 
LOOH + LO', LOO', aldehidos, etc. 
La rotura de 10s hidroper6xidos lipidicos involucra la c&sis por metales de 
transicih, en reacciones d o g a s  al ciclo redox catabdo por hierro de Haber-Weiss 
produciendo radicales peroxilos y alcoxilos lipidicos. La rotura de 10s hidroper6xidos 
si- produce aldehidos, algunos de 10s cuales son muy reactivos y pueden difhdir 
del sitio del ataque orij$d a otras parks de la cdlula (Esterbauer y col., 1991). La 
lipoperoxidaci~n ha sido implicada en una gran variedad de enfermedades y en daao 
tisulm (Esterbauer y Cheeeman, 1991) y es principal comecuencia del daiio inducido 
por el radical hidroxilo (Braughler y Hall, 1989; Hall y Braughler, 1993). 
Las proteinas y 10s acidos nucleicos son menos susceptibles que 10s acidos grasos 
insaturados al ataque de 10s radicales libres, debido a que es muy baja la posibilidad 
que se inicien reacciones destructivas en cadena de progresihn dpida y no parece 
probable que el ataque aleatorio de 10s radicales libres a las proteinas sea rnuy 
destructive, a menos que sea de una gran extensibn, ya que a pesar de tener grupos 
funcionales muy sensibles al ataque de 10s radicales libres la probabilidad que puedan 
inactivar una proportion importante de una especie pmfeica es baja. El ataque de 10s 
radicales libres a las proteinas d o  seria significative sobre la viabilidad celular si 
pudiera acumularse o si estuviera focalizado sobre sitios especificos. Una forma en que 
el daiio podria focalhrse en regiones especificas de proteinas particulares es a travds 
de la union de un metal de transici6n en un sitio; por ejemplo, la uni6n de cobre por un 
'! I 
residuo de histidina. En este caw, la reacci6n del metal de transici6n con peroxid0 de 
hidr6geno puede producir radical hidroxilo que reaccionarii en o cerca del sitio de 
union del metal de transiciibn. Este conccpto es conocido como W o  sitbespeciylo 
(Ma y Chevion, 1986; Stadtman y Oliver, 1991). 
El ataque del ADN por 10s radicales oxidantes d o  es posible si se forman en beas 
muy proximas a1 acid0 nucleico (Cheescman y Slater, 1993), sin embargo 6ste debe 
considerarse un blanco vulnerable e hportante. Como fue descripto para las proteinas, 
no parece muy posible que pucbn ocurrir rhpidas reacciones en cad- 
autopropagadas y el daiio &lo sed. sigdicativo si h a  sitio-especifico o de p a n  
intensidad, de tal foma que pueda producir el corte de las cadena o que evitar 10s 
sistemas de reparacion. La deteccibn de bases nucleotidicas en la orina humana a sido 
considerada como una Eueae evidencia del ataque oxidativo continuo del ADN (Fraga 
y col., 1990; Kasai y Nishimura, 199 1). 
13.8 TOXICIDAD DE LOS RADICALES LIBRES 
La qlicaci6n m k  aceptada de la toxicidad de 10s radicales libres in vivo se basa en la 
produccion de radical hidroxilo por el ciclo de catalizado por hierro de Haber-Weiss. 
A pesar que el radical hidroxilo es el m b  poderoso oxidante, es tan reactivo que ataca 
virtuahate a cualquier mol6cula orgBnica y de esta forma &lo puede difimdir 
distancias extremadamente cortas, de alrededor de 3A (Hutchinson, 1957), que es 
menos de la dkcima parte del dihetro tipico de una proteina. Por consiguiente, el 
metal de transicihn necesario para catalizar la fmmaci6n del radical hidroxilo debe 
estar mido cerca de un sitio critic0 para inactivar una proteina clave (Stadtman y 
Oliver, 1991). Por lo tanto, un gran flujo de radical hidroxilo seria necesario para 
inactivar una fiaccion substantial de cualquier blanco biologico. Esto es consistente 
con las gtandes concentraciones de per6xido de hidrogeno requeridas para producir 
una toxicidad sigmficativa en sistemas biol6gicos. Concentraciones de peroxido de 
hidrogeno de entre 1 y 10 mM son necesaxias para observar una toxicidad sigdicativa 
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mas 100 veces mtis diluido que la SOD. A pesar que el NO reacciona mis rapido con 
el radical superbxido, en condiciones normales el oxido nitric0 esth demasiado diluido 
para competir efectivamente con la SOD. Sin embargo, en condiciones patologicas la 
sintesis de NO puede incrementarse basta alcanzar concentraciones similares a las de 
la SOD y por lo tanto competir efectivamente con esta para formar peroxinitrito. 
Este mecauismo ofiece una explication altemativa, al ciclo catalizado por hierr0 de 
Haber-Weiss y la formacib de radical hidroxilo, para de 10s fenomenos t6xicos 
mediados por 10s radicales libres. Por otra parte tambiin ofiece una posible 
explicacion de 10s efectos tbxicos del NO. 
En las siguientes secciones se describira brevemente la bioquimica del oxido nitrico y 
su participation en diferentes fenomenos biolbgicos, poniendo especial hfitsis en 
aquelos aspect0 relacionados con la muerte-sobrevida de las cklulas nerviosas. 
1.4.1 ASPECTOS GENERALES 
La primera evidencia que el 6xido nitrico se forma endogenamente provino de estudios 
de 10s nitratos en la dieta como una fuente de nitrosaminas cancerigems. En estos se 
encontro que 10s niveles urinarios de esos compuestos se mantenian constantes en 
humanos y ratas con ma  dieta baja en nitratos (Green y col., 198 la; 198 1 b; Wagner y 
col., 1983) y que individuos con diarrea infecciosa excretan niveles muy altos de 
nitrato, sugiriendo que 10s procesos idamatorios podian ser una fknte del anion. 
Ratones selectivamente deficientes en macrofagos muestran una baja excretion 
urinaria de nitratos (Stuehr y Marietta, 1985), y cultivos de macrofagos producen 
grades cantidades de nitratos cuando son estimulados con endotoxinas (Iyengar y 
col., 1987). La remocion de arginina de 10s medios de incubacion previene la 
fmmacion de nitritos y nitratos (Hibbs y col., 1987a), ad como las actividades 
bactericida y antitumoral de 10s macr6fagos en cultivo(Hibbs y col., 198%). 
I . I  
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Por otra parte, dos lineas de investigation independientes condujeron a la 
identification del papel del WO en 10s vasos sanguineos. Por un lado se observo la 
perdida de la relajacibn de 10s vasos sanguheos inducida por acetilcolina cuando la 
capa endotelial era removida mientras que su reposicibn sobre el miisculo liso 
restauraba la respuesta (Furchgott y Zawadzkii, 1980), sugiriendo que una molecula 
difhsible mediaba la relajacibn del mbculo liso. El factor de relajacibn deivado del 
endotelio (EDRF) era notablemente inestable y dificil de aislar. En una linea de 
investigacibn paralela, se encontr6 que 10s efectos de la nitrogllcerina y otros 
compuestos orghicos nitrados sobre la relajacibn del miisculo liso involucraban un 
metabolite activo, el 6xido aitrico, cuyas propiedades eran muy similares a las del 
EDRF (Murad y col., 1978; F e e k h  y Noack, 1978). Posteriormente se demostro que 
las celulas endoteliales liberan cantidades suficientes de 'NO, sintetizado a partir de 
arginina, para desarrollar todas las actividades del EDRF (Moncada y col., 1987; 
Palmer y col., 1987; 1988). 
La primera evidencia de la sintesis de 6xido nitric0 en el sistema nerviosos proviene de 
la observaci6n que cultivos primaries de cblulas de cerebelo liberaban un factor cuyos 
efectos sobre 10s vasos sanguineos e m  similares a 10s del 'NO (Garthwaite y col., 
1988). La fmaci6n del 6xido nitric0 a partir de arginina h e  demostrada en extractos 
de cerebro (Radomski y col., 1990). La regulacibn de la enzima de sintesis del 'NO 
(NO sintetasa, NOS) por 10s neurotransmhres h e  estudiada en el cerebelo en base a 
su capacidad de estimular la produccibn de guanidina monofosfato ciclica (GMPc), a 
lravks de la union al hierro del grupo hemo de la guadato ciclasa soluble. El cerebelo 
contiene 10s niveles mis altos de GMPc en el sistema nervioso central. Su sintesis es 
estimulada por el glutamato a tads  de la activacihn del receptor de tipo N-metil-D- 
aspartat0 o A )  (Ferrendelli y col., 1974). Monitoreando la conversi6n de arginina 
a NO, con la foxmacibn estequiomt9rica de citrulina, en rodajas de cerebelo, se 
demostro que la actividad de la NOS amnenta 300% en respuesta a la activacidn de 
receptores de tip0 NMDA (Bredt y Snyder, 1989). En esas condiciones la relaciin 
cmcentraci6n-respuesta h e  la misms para la activacion de la NOS que para la 
estimulaci6n de la sintesis de GMPc. Adads, el aumento de 10s niveles de GMPc 
estimulado por 10s agonistas NMDA fae pmrenido por h NO-monometilarginina (G 
NMMA), un inhibidor de la NOS, con una relacibn concentracibn-respuesta idhtica a 
la necesaria para inhibir la NOS (Bredt y Snyder, 1989; Garthwaite y col., 1989a). 
1.4.2 LA ENZIMA DE S~TESIS  DFL 6x1~0 N~RIco. 
La enzima responsable de la sintesi del 6xido nitrico, que usa como substrato la L- 
arginina, es conocida como NO sintetasa, o mhs formalmente L - a r m  NADPH: 
Mdo-reductasa, formadora de NO, EC 1.14.13.39 (Knowles, 1994; Knowles y 
Moncada, 1994). Las primeras descripciones de la enzima NO sintetasa fueron 
reahadas en 1989 (Knowles y col., 1989; Palmer y Moncada, 1989; Mayer y col., 
1989; Mulsch y col., 1989; Palacios y col., 1989; Tayeh y Marietta, 1989), la enzima 
h e  purificada por primera vez en 1990 (Bredt y Snyder, 1990) y clonada en 1991 
(Bredt, y col., 1991a). Este riipido estudio de la NOS permiti6 purificar y clonar tres 
isoformas de la enzima (Tabla 1.VII; Knowles y Moncada, 1994), que se encuentran 
en todos 10s tejidos de 10s mamiferos, aunque en niveles muy diferentes (Moncada y 
Higgs, 1993; Nathan, 1992). 
Las primeras descripciones de la NO sintetasa modnuon que la sintesis de NO 
requiere L-arginina y NADPH y que 10s prodactos son el NO y la citrulina (Knowles y 
col., 1989; Palmer y Moncada, 1989; Mayer y col., 1989; Mulsch y col., 1989; 
Palacios y col., 1989; Tayeh y Made$@ 1989), como puede verse en la Figura 1.6. 
Ademis, la reaccion requiere oxigeno (Leone y col., 1991) y cuatro cofactores: hemo 
fotoporfirina IX, FAD, FMN y tetrahidrobioptterina (Knowles, 1994; Knowles y 
Moncada, 1994). La sintesis de NO y ciholina a partir de oxigeno y L-ar- es m a  
reaccibn en dos pasos extremadamente compleja, que tiene como producto intermedio 
a la hidroxiarginina, en la cual tiene lugax ma oxidaci6n de cinco electrones del 
nitrbgeno del grupo guanidino de la arginina y el oxigeno es incorporado en 10s dos 
produaos (Fig. 1.6; Knowles y Moncada, 1994; Stuehr y M t h ,  1992). 
-0Oc Adp" & +H=N 4 NAOP+ +H+ 
-0Oc 
+H~N 
Figura 1.6. Reacci6n catahda wr la enzima & sfPtesis del6xi& nftric~. La NOS utiliza como sosOato a la 
Garginina y en presencia de NADPEI, ordgem y ~~ produce en cautidacks esteqio- 
6dQ nitric0 y c i tdna,  en una mtcci6n en &s pasos ~ l l c  tiem como proclucta hterme&o a la 
hidroxiarginina. Adaptado de Knowles y Moncsda, 1994 
La NO sintetasa cataliza ma importante cantidad de reacciones (Tabla 1 .Vm) alguna~ 
de las cuales han sido utilizadas para detemimr su presencia en homogenatos asi 
como en cortes histol6gicos y cdlulas en cultivo (Knowles y Moncada, 1994) 
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TABLA 1.VII. Funciones de las enzima de shtesis del hido nitric0 
ZnmuniaW ZnespeciJica 
Resistencia a: 
Sistema Nervioso Sistema Carrlimmk 
Neurotransmisiod Relajacion del musculo liso 
neuromodulaci6n en el SNC: vascular: 
R=F=-al@-=b Regulach de la mhdawh tisular Bacterias 
Plasticidad sidptica? Regulacih del flujo amguheo H0ng- 
• wcicepcih Regulacibn de la p m i h  sangufaea P r o ~ o s  
Tumores? 
Actividad Patologica: Inhibition de la agregacion y Actividad Patologica: 
reactbidad plaquetaria. 
E s t a d o s ~ c 0 s c ; l u s a d o s  
pot: 
* en do to^ 
* sepsis 
Citoguinas 
Transmision Newiosa Vasodilataci6n refiactaria 
Perif&ca (no colinhgica ni durante la sepsis 
adrenhgica): 
Tmto gastrointestinal 
Fmxihpeniaua 
Es5nterde la vejiga 
Flujo sanguine0 
Enfermedades Idamatorias y 
Autoinmunes: 
? indica que existe contmversia o kxrtidumbn. (Mona& y Higgs, 1993; Nathan, 1992) 
La primera de las isoenzimas p d c a d a  (Bredt y Snyder, 1990) y clonada (Bredt y 
col., 1991a) h e  la NO sintetasa neuronal (nNOS). Esta enzima es activada por ca2'- 
calmodulina (Bredt y Snyder, 1990; Knowles y col., 1989; Mayer y cot., 1989) y el 
cerebro muestra la miis alta actividad constitutiva cuando es comparada con la 
actividad de otros tejidos de la rata (Knowles y Moncada, 1994). La detection de la 
nNOS usando anticuerpos e hibridacihn in situ muestran que la enzima esta distribuida 
por todo el enctfalo de la rata, con concentraciones particularmente altas en el 
cerebelo (Bredt y col., 1991a; 1990; Bredt y Snyder, 1992). En humanos la 
distribution es similar a la de la rata pro, sorprendentemente, tambib e d  presente en 
el miisculo esquelttico (Knowles y Moncada, 1994). Estudios histblogicos han 
demostrado que la nNOS colocaliza con la actividad NADPH-diaforasa en el sisterna 
nervioso (Bredt y col., 199 1 b; Dawson y col., 199 la). 
TABLA 1.VIII. REACCIONES CATALIZADAS POR LA NO SINTETASA 
Arginina p-hidroxha Arg + N A D ~ + ~  + a -# Hi&om&-g + NADP' + &O Knowla Y wl-9 1989; 
Y Mm=% 1989; M;ryay 
coL, 1989; M d d  y coL.. 
1989; Palacice y d. 198% 
Tayeh y Marldt., 1989; 
Kwon y wL. 1990, S b e h  y 
coL, 1991; h e y  wL. 
1991; Mayay wL, 1991. 
N"-hidroarginina mono.oxigenasa HidroxiArg + Yi(NADFW-m + 02 + Cit + NO + Hz0 b ~ 1 - y  ~4 1989; P- 
y Mend 1989; Myer y 
wL. 1989; lhhh y wl. 
198% PlLrice ooi, 1989; 
Tayeh Y 1989; 
Kwm y wL. 1990, Studx y 
col, 1991; leoae y wL 
1991; myer y wL. 1991. 
NDAPH diafbrasa 
NADmoxidasa 
Dihidrobiopteaidina reductasa B& + NADrnW -# BH, + NADP+ 
fosfktq NBT, Azul de Nitmktnuolio. Adaptado de Knowles y Mocada, 1994. 
El 6xido nitric0 satisface muchos de 10s criterios para ser considerado un mensajero 
neuronal en el sistema nervioso central y @iirico (Moncada y col., 1991). La 
estimulacion de ctlulas del cerebelo de rata con NMDA estimula la elevation de 10s 
niveles de GMPc, asociada con la liberacih de un product0 simular a1 EDRF 
(Garthwaite y col., 1988). Ademis, las cdlulas que liberan la actividad EDRF en 
respuesta al NMDA no muestran aumentos en 10s niveles de GMPc. El aumento de 
GMPc en respuesta a la estimulacion con NMDA (Garthwaite y col., 1989a; Bredt y 
Snyder, 1989) y al kainato (Garthwaite y col., 1989b) en rodajas de cerebelo h e  
potenciada por la L-arginina y revertida por N"-monometil-L-arginina (NMMA, un 
inhibidor de la NO sintetasa), de tal fonna que la inhibition h e  revertida por L- 
arginina, indicando que la respuesta es mediada por el oxido nitrico. La administration 
intracerebelosa de L-NMMA en ratones inhibe el incremento en GMPc inducido por 
NMDA, quiscualato y kainato (Wood y col., 1990), mostrando que in vivo el aumento 
de 10s niveles de GMPc estimulado por esos compuestos es mediado por la fomacion 
de NO a partir de L-arginiaa. Por otra parte, 10s niveles de ca2' necesarios para la 
actividad de la NO sintetasa inhiben a la guamlato ciclasa soluble cerebral (Olson y 
col., 1976; Knowles y col., 1989). Este mecanismo pude representar una forma de 
control para impedir la activacion de la ciclasa en aquellas cilulas estimuladas para 
producir NO, y que la enzima solo este activa en las cklulas efectoras (Knowles y col., 
1989). 
La sintesis del oxido nitrico por las neuronas esta estrictamente regulada y es iniciada 
por el aumento de la concentration intracelular de calcio libre citoplasmatico, por 
ejemplo por medio de la activacion del receptor a 10s aminoacidos excitatorios de tip0 
NMDA (Garthwaite y col., 1988; Garthwaite, 1991; Vallebouna y Raiteri, 1994), el 
cud esti relacionado con 10s fenomenos de plasticidad sinaptica (Schulman y 
Madison, 1994). El receptor NMDA se abre ~610 cuando una neurona esti 
parcialrnente despolarizada, como ocurre cuando una neurona ha sido estimulada 
repetidamente. La estimulacion repetida de un grupo de neurons por 1 segundo es 
suficiente para producir un incremento en las concentraciones de bxido nitrico 
(Shibuki y Okada, 1991). El bxido nitrico time un papel esencial en el control de la 
plasticidad sinaptica en el cerebelo (Shibbuki y Okada, 1991) y el la induccion de la 
potenciacion sinaptica de larga duracion en el hipocampo, el modelo equivalente del 
aprendizaje m h  arnpliamente estudiado (Bohme y col., 199 1 ; East y Garthwaite, 199 1 ; 
Shulman y Madison, 1991; 1994; Nowak, 1992). 
En condiciones de excesiva estimulacibn glutamatdrgica, la produccibn de NO puede 
conducir a la muerte neuronal (Dawson y col., 1994; 1992). Cultivos primaries de 
neuronas de corteza cerebral, hipocampo y estriado de embriones de rata pueden ser 
protegidos de la toxicidad del glutamato (excitotoxicidad) por el tratamiento con 
inhibidores de la NOS (Dawson y col., 1991b; 1993; 1994). En estos trabajos se 
muestra que la inhibicibn de la actividad de la NOS es efectiva en prevenir la muerte 
neuronal inducida por NMDA per0 no la nmotoxicidad del quiscualato y el h a t o .  
Asi mismo, la neurotoxicidad producida por la elevation de 10s niveles intracelulares 
de calcio, por la exposicibn de las cdlulas a1 imbforo de calcio A23 187, puede ser 
prevenida por 10s inhibidores de la NOS (Dawson y col., 1993). De igual forma, 
compuestos que liberan NO, tales como el nitropmiato de sodio (SNP), SIN-1 y S- 
nitroso-N-acd-penicilh (SNAP), son neurotbxicos (Dawson y col., 1993; Lustig 
y col., 1992). Por otra parte, la hemoglobins reducida, que forma complejos con el 
NO, tiene un efecto protector fiente a la toxicidad del NMDA, el A23 187 y de agentes 
que liberan NO en rodajas de hipocampo (Izumi y col., 1992; Wallis y col., 1992) y de 
estriado (Kollegger y col., 1993), asi como en una variedad de sistemas celulares en 
cultivo (Cazavieille y col., 1993; Dawson y col., 1991b; 1993; 1994; Reg 1993; 
Corasaniti y col., 1992; Lustig y col., 1992; Tamura y col., 1992). Ad- la 
administration de bajas dosis de inhibidores de la NOS reduce el volumen del infarto 
en modelos animales de trauma e isquemia focal (Buisson y col., 1992; Nagafuji y 
col., 1992; Nishikawa y col., 1993; Nowicki y col., 199 1; Trifiletti, 1993) y previene 
la muerte de las motoneuronas inducida por la ablacibn del nervio de la raiz ventral en 
ratas (Wu y Li, 1993). 
A pesar de la fuerte evidencia detallada acerca de la participation del oxido nitritco en 
la excitotoxicidad, otros autores no encuentran neuroprotecciin por la inhibition de la 
NOS (Demerle-Pallardy y col., 199 1; Pauwels y Leysen, 1992; Regan y col., 1993) y 
a h  encuentran que el pretratamiento no compuestos dadores de 'NO time un efecto 
protector sobre la neurotoxicidad del NMDA (Lie y col., 1992). 
1.4.4 TOXICIDAD DEL OXIDO N~RIco 
La toxicidad de oxido nitrico per se, a las bajas concentraciones producidas in vivo, ha 
sido sobrestimada debido a la extrapolation de su reactividad a altas concentraciones 
(Beckman, 1994; Beckman y col., 1994a). El NO en presencia de oxigeno produce el 
gas naranja dioxide de nitr6geno de acuerdo a la siguiente reaccion: 
2WO+O2+2'NOz 
El dioxido de nitrogeno es un oxidante muy poderoso que a concentraciones por 
encima de 300 ppm pude conducir a una muerte lenta por edema pulmonar. Sin 
embargo, la reaccion depende de la colision de dos mol6culas de NO con m a  de 
oxigeno, de forma tal que la velocidad de formacion del di6xido de nitrogeno aumenta 
con el cuadrado de la concentracion de NO a ma  concentracion fija de oxigeno. En 
solucion la concentracion del 6xido nitrico esth limitada por su insolubilidad relativa. 
La m h h a  solubilidad es de 2 mM a temperatura ambiente y solo 1,6 mM a 37'C 
(Gilbert, 1994). En estas condiciones, la velocidad de la reaccion a 37' es de 3,5 x lo6 
2 -1 h.lf s . Por lo tanto, suponiendo una presion de oxigeno constante de 10 Tom y m a  
concentration de NO de 100 pM, el tiempo en que la concentracion del NO cae a 1 
pM es de 5 horas (Gilbert, 1994). Si consideramos que la concentracion de bxido 
nitrico en condiciones de daiio cerebral por isquemia-reperfhion en la rata e& en el 
rango de 2-4 pA4 (Malinski y col., 1993), entonces la formacion de dioxide de 
nitrogen0 seria minima ya que su velocidad de formacibn seria a1 menos 10 millones 
de veces menor, y por lo tanto, la formacion de 'NO2 no explicaria 10s efectos tbxicos 
del 'NO. A las bajas concentraciones en que el 'NO es producido in vivo, puede ser 
administrado por semanas en fase gaseosa para tratar la hipertensi6n pulmonar. Las 
interpretaciones reahadas, a partir de estudios que utilizan concentraciones de 100- 
1000 pM de 'NO, de la toxicidad directa de bxido nitrico son incorrectas debido a que 
en esas condiciones hay una dpida formation de di6xido de nitrogen0 (Beck= y 
col., 1994a). 
1.4.5 REACTIVIDAD DEL OXIDO N~I'RIco EN CONDICIONES 
FISIOLOGICAS 
En soluciones fisiologicas el oxido nitrico presenta cinco reacciones principales. La 
primera de ellas es la uni6n del oxido nitrico a1 him0 ferroso del grupo hem0 (Sharma 
y col., 1987; Radi, 1995) de la guanilato ciclasa y otras proteinas, el cual es importante 
para la activation de vias de bransduccih de seiiales: 
~ e m o - ~ e ~ '  + 'NO + H ~ ~ o - F ~ ~ ' - N o  
La segunda reaccion y segununente la mhs importante ruta de degradation del WO in 
vivo es la reaccion rapida e irreversible con la 0x1-hemoglobina (Hb) o la oxi- 
mioglobina para producir nitrato (Wade y Castro, 1995; Doyle y Hoekstra, 1981; 
Goretski y Hollocher, 1988; Radi, 1995): 
H'b-~e"-0~ + NOo + H~-F~*'OONO -t Hb-~e~ '  + NOi 
Los globulos rojos tienen un contenido de 50 mM de 0x1-hemoglobins que les permite 
metabolizar el bxido nitrico que difimde dentro de la corriente vascular. El T'IO puede 
difbdir, desde su lugar de sintesis, miis de 100 pm, que es la distancia media a un 
capilar, en alrededor de un segundo. La met-hemoglobins que resulta de la reaccibn 
con el oxido nitrico sera reducida por mecanismos dependientes del NADPH en 10s 
globulos rojos. 
La tercer reaccion es la union directa del NO a hemoproteinas con el hierro en estado 
f f i co ,  como por ejemplo la met-hemoglobins, que resulta en la formation de un 
complejo que puede ser hidrolizado a deoxihemoglobina y nitrito o derivar en la 
transferencia del grupo nitrosilo a grupos nucleofilicos, como por ejemplo 10s grupos 
ti01 (Wade y Castro, 1990; Radi, 1995): 
Hb3' + 'NO + [H'b3+.. NO] + H'b2'-~0 -t Hb2' + NO; + 2 H' 
Hb3' + 'NO -t . .NO] + Hb2+-NO + RS- +D Hb2' + RSNO 
De hecho, 10s p p o s  nitrosotiol se forman in v i w  y tienen efectos biol6gicos 
importantes (Stamler y col., 1992a,b,c; Keamey y col., 1993). 
La cuarta reaccion es la combinacibn reversible del 6xido nitrico con el oxigeno 
molecular para formar el radical nitrosildioxilo, el cual es estabilizado por la 
formacion de uniones puente de hidrdgeno con el agua (Beckman y Koppenol, 1992): 
H20 
'NO + '0-0' + ON00'-(H20)n 
El oxigeno es requerido para la sintesis del 'NO y por lo tanto debe estar presente en 
10s tejidos a concentraciones mucho mayores que el NO. La formacion del radical 
nitrosildioxilo puede ser responsable de la vida media sorprendentemente corta del 
oxido nitrico en 10s sistemas biologicos. 
La quinta y dtima reaccion es la reaccion del oxid0 nitrico con el radical superoxido 
para formar el peroxinitrito (Huie y Padmaja, 1993): 
'NO + oze + ONOO- 
A pH fisiologico, el peroxinitrito se protona rapidamente dando el acido peroxinitroso, 
el cual decae rapidamente para producir especies con la reactividad del radical 
hidroxilo y del dioxido de nitrogen0 (Beckman y col., 1990): 
(pKa = 68)  (b. < 1 xg.1 
ONOO' + H' t, ONOOH + NO2 + 'OH 
Sin embargo, las reacciones directas de oxidation por el peroxinitrito parecen ser miis 
toxicas que la produccion de especies con reactividad similar a la del radical hidroxilo 
producida por este agente oxidante (Beckman y col., 1994a; Beckman, 1994). 
1.4.6 EFECTOS NEUROPROTECTORES Y NEUROTOXICOS DEL 6x1~0 
N~TRICO. 
Como ya ha sido discutido el bxido nitric0 parece tener respuestas opuestas en cuanto 
a sus efectos en 10s procesos neurodegenerativos. En base a la reactividad de este 
agente en condiciones fisiologicas, recientemente se ha propuesto un mecanisno 
basado en reacciones de oxido-reduccidn que permite explicar las respuestas opuestas 
del NO en 10s procesos neurodegenerativos (Lipton y col., 1993; Lipton y Stinnler, 
1994; Lipton y col., 1994). 
1.4.6.1 Fundamentos de la Hipdtesis. 
La estimulacion excesiva del receptor de glutamato de tipo NMDA ha sido asociada 
con ma  gran variedad de desordenes neurol6gicos y dermedades 
neurodegenerativas, incluyendo el d d o  cerebral ligado a la hipoxia-isquemia, el 
trauma, la epilepsia, la enfamedad de Parkinson, la enfemedad de Huntington, la 
esclerosis lateral amiotrofica, la demencia de Alzheimer y la demencia producida por 
el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (Lipton y Rosenberg, 1994). El receptor 
de tip0 NMDA ha sido clonado y se definieron varios sitios de importancia funcional 
(Seeburg, 1993) que incluycn 10s sitios de d n  del glutamato (o el NMDA) y la 
glicina, y un sitio redox moddatorio defbido por la presencia de grupos ti01 criticos 
(Aizenman y col., 1989; 1990). Este liltimo controla la fiecuencia de apertura del canal 
i6nico acoplado al receptor: cuando esta oxidado la actividad del canal disminuye y 
cuando es reducido quimicamente, el c a d  se abre con mayor fiecumcia (Aizenman y 
col., 1989; 1990; Lipton y col., 1994; Lipton y Stamler, 1994). 
1.4.6.2 Efectos Neurotddcos del h i d o  Nlbieo. 
La exposicion de cultivos de neuronas corticales a S-nitrosocisteina y otros 
compuestos generadores de 'NO conduce a la muerte de la totalidad de las celulas. 
Este efecto se revierte totalemten por la incubacion simulthea con superoxido 
dismutasa, la cual no afecta la producci6n de 6xido nitric0 (Lipton y col., 1993). La 
explication miis probable para estas observacione es que el 'NO producido reacciona 
con el radical super6xido para fonnar peroxhitrito. En presencia de SOD, la cantidad 
de radical super6xido disminuye y por lo tanto se limita la formaci6n del peroxinitrito 
y en consecuencia la muerte neuronal (Lipton y col., 1993; 1994; Lipton y Stamler, 
1994). El peroxinitrito es t6xico para 10s cultivos de neuronas corticales y su toxicidad 
no es afectada por la presencia de SOD (Lipton y col., 1993). 
1.4.6.3 Efectos Nertroprotectores de 10s Compuestos Dadores de dxido N W o  
El nitroprusiato de sodio protege de la muerte neuronal estimulada por NMDA, sin 
tener efecto per se (Lipton y col., 1993; 1994; Lipton y Stamler, 1994). El 
nitroprusiato de sodio tiene el grupo 'NO coordinado con el hierro, con un alto 
cariicter nitronio (NO'). El nitroprusiato no libera el 6xido nitric0 espontheamente, 
per0 puede reaccionar con el anion tiolato del sitio redox del receptor NMDA para 
formar un complejo, en el cual se fonna un enlace entre el h e  y el nitr6geno. Esta 
reaccion puede ser asimilada a una S-nitrosilaci6n (Lipton y col., 1994; Lipton y 
Stamler, 1994). La inactivaci6n del receptor NMDA puede ocurrir directamente @or la 
formaci6n del complejo con el nitropiato) o por la posterior fomaci6n de un puente 
disulfi.uo (Fig. 1.7 A). 
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Figun 1.7. Remaentaci6n EmxmMica & los Mecanismos Neuroprotectores v Neurot6xims del dddo 
Nitrim. A) Mecanismo de la protezci6n del nitqmshto. B) Mecanismo de nemprotecci6n de oms  
mmpestos dadores & 6xi& nitrim &l tip & los nitrosotioles. C) Mecanismo de la neurotoxicidad del 
nimmsbto. Adabtado de Limn v col.. 1994 
Sitio Redox 
Efectos protectores tambih fueron observados para la S-nitrosocisteina, en presencia 
de SOD para evitar que el 'NO producido por la rotura homolitica del compuesto 
pueda producir peroxinitrito. Adem& en estas condiciones, se determinci que la S- 
nitrosocisteina inhibe al aumento de calcio libre citoplasmatico estimulado por el 
NMDA (Lipton y col, 1993; Lei y col., 1992; Lipton y Stamler, 1994). La protecci6n 
ejercida por este compuesto dador de 'NO puede ses explicada por el caracter de 
nitrosonio que tiene el gmpo NO unido a1 h e ,  que facilita la transferencia de un 
NO' equivalente a1 grupo ti01 en el sitio de regulation redox del receptor NMDA. Esta 
reaction resulta en la formacion de un nitrosotiol derivado del receptor que disminuiria 
su actividad, posiblemente potenciado la formacion de un enlace disulfuro (Fig. 1.7 B; 
Lipton y col., 1993; 1994; Lipton y Stamler, 1994). El 6x io  nitrico no es responsible 
de la inhibicion de la actividad del receptor NMDA ya que no se encontr6 correlation 
entre la produccion de 'NO, por 10s compuestos dadores de 6xido nitrico, y las 
respuestas del receptor NMDA. Por otra parte, el ascorbato que aumenta la velocidad 
de liberation de 'NO por la S-nitrosocisteina, disminuye marcadamente el efecto 
inhibitorio que este iiltimo compuesto ejerce sobre las comentes evocadas por NMDA 
(Lipton y col., 1993), probablemente previniendo la nitrosilacion del gmpo tiol del 
sitio activo por eliminaci6n de equivalentes NO' (Lipton y col., 1994; Lipton y 
Stamler, 1994). 
1.4.6.4 Interconverswn de 10s Estados Redox del & d o  N W o .  
Una evidencia final que las condiciones redox pueden det&ar 10s efectos 
neurot6xicos o neuroprotectores de un determinado compuesto, la incubation de 
nitroprusiato con un exceso de grupos tiol (provistos por la cisteina o la N-acetil- 
cisteina) convierten a este compuesto en m a  neurotod.  Los gmpos ti01 promueven 
la liberacibn de 6xido nitrico por el nitroprusiato y conducen a la neurotoxicidad a 
traves de la formacion de peroxinitrito (Fig. 1.7 C), la cual puede ser prevenida por la 
SOD (Lipton y col., 1993). Bashdose en esto resultados, se suW6 que 10s 
compuestos dadores de 6xido nitrico no producen 'NO rapidamente, sin0 que 
reaccionan con 10s grupos ti01 del receptor NMDA para evitar la neurotoxicidad. 
En resumen, la reacci6n del oxido nitrico con el radical super6xido puede conducir a la 
muerte neuronal a travks de la fomacii6n de peroxinitrito, y no es un efecto direct0 del 
'NO. Por otra parte, las reacciones de 10s equivalentes NO' con 10s grupos tiol del sitio 
redox del receptor NMDA puede conducir a la neuroproteccion por inhibition de la 
entrada de calcio. Por lo tanto, la h c i o n  de la celula puede ser controlada por, o a 
traves de, la S-nitrosilaci6n de proteinas, y abre la posibilidad que el gmpo NO pueda 
iniciar cascadas de transduccion de seiIales en la membrana celular. Finalmente, el 
medio redox local de 10s sistemas biolbgicos parece ser de importancia critica en la 
comprensi6n de las actividades biologicas del 6xido nitric0 (Lipton y col., 1994; 
Lipton y Stamler, 1994). 
En este contexto, se ha visto que el 6xido nitrico puede ejercer efectos protectores o 
destructivos sobre las membranas celulares i n d u c i d  o inhibiendo la 
lipoperoxidacion (Rubbo y col., 1994). Los efectos protectores del bxido nitrico se 
deben a que es un potente terminador de las reacciones en cadenas de la 
lipoperoxidaci6n. El 'NO per se no produce lipoperoxidaci611, pero puede tener efectos 
pro-oxidantes por su reaction con el radical super6xido y la consecuente producci6n 
de peroxinitrito. Por lo tanto, el efecto antioxidante o pro-oxidante del bxido nitrico 
son altamente dependientes de las concentraciones relativas de 10s diferwtes radicales 
libres y oxidantes involucrados (Rubbo y col., 1994). 
La fomacion de radicales libres, incluido el 6xido nitrico, ha sido implicada como una 
via final comh para la neurodegeneraci6n en una variedad de dermedades 
neurologicas cr6nicas y agudas (Lipton y Rosemberg, 1994; Beckman, 1994; Beckman 
y col., 1993; Manes y col., 1993; Fahn y Cohen, 1992), ad como tambib mediando la 
muerte celular en modelos experimentales de muerte celular (Albina y col., 1993; Behl 
y col., 1994; Dawson y col., 1991b; 1993; Hermet y col., 1993; Hockenbery col., 
1993; Izumi y col., 1992; Jackson y col., 1990; Kato y col., 1992; Kollegger y col., 
1993). Sin embargo, 10s compuestos habitualmate postulados como mediadores del 
daiio oxidativo no explican, por lo menos en thninos biologicos, la toxicidad 
veriiicada para las especies reactivas del oxigeno, ya sea por ser extremadamente 
reactivos, por N baja reactividad o por sus concentraciones in vivo. Un problem 
similar se presenta con el oxid0 nitrico, como ya fue discutido previamente. 
Finalmente, la via comh cada vez m6s aceptada para explicar la neurotoxicidad de las 
especies reactivas del oxigeno y del 6xido nitrico es la reaccion de este dtimo con el 
radical superoxido para formar el poderoso oxidante peroxinitrito. 
La formation de peroxinitrito en sistemas biologicos ha sido demostrada en 
macrofagos de rata (Ischiropoulos y col., 1992), neutrofilos humanos (Cameras y col., 
1994) y celulas endoteliales en cultivo (Kooy y Royall, 1994). Ade* residuos de 
nitrotirosina - un marcador de la presencia del peroxinitrito (como se v d  mhs 
adelante) - fuaon encontrados en arterias ateroescler6ticas (Beckman y col., 1994b) y 
en daiios agudos a 10s pulmones en humanos (J.S Beckman, comunicacion personal). 
El peroxinitrito es un oxidante so~prendentemente complejo para una molkcula de 
cuatro atomos. De hecho, el peroxiuitrito es el m6s poderoso y toxico oxidante 
conocido que se puede genera in vivo, debido a su vida media relativamente 
prolongada (Beclanan y col, 1990; Wang y col., 1991; Ischiropoulos y col., 1992a,b). 
Tiene el menor pK. conocido para cualquier perbxido, aproximadamente 6,8. Tambien 
posee el enlace peroxido miis debl (de alrededor de 20 kcal/mol) que puede ser rot0 
por la energia tkmica disponible a temperatura ambimte (Edwards y Plumb, 1994). 
Sin embargo, el peroxinitrito es muy estable en soluciones alcalinas donde puede ser 
almacenado por meses a bajas temperaturas (Beclanan y Tsai, 1994). 
1.5.2 LA COMPLEJA REACTIVIDAD DEL PEROXIMTRITO 
El factor que m6s conbuye a la toxicidad del peroxinitrito es su inusual estabilidad 
como ani6n. Como ya fue mencionado, el peroxinitrito puede ser almacmado por 
semanas en NaOH 0,lM a -20°C. Aim a pH fisiologico, la estabilidad del peroxinitrito 
le permite difimdir considerables distancias a escala celular y c m  las 
biomembranas. Sin embargo, a pH fisiol6gico se torna altamente reactivo por tres vias 
oxidativas difmntes (Fig. 1.8): i) su protonaci6n (fomaci6n del acido peroxinitroso) e 
inmediata descomposicion para formar un intermediario con la reactividad del radical 
hidroxilo y del dioxido de nitrdgeno (Koppenol y col., 1992; Crow y col., 19949); 
ii) la reaccion directa con 10s grupos dhidrilo (Radi y col., 1991a); y iii) la reaccidn 
con metales de transition para formar un potente agente nitrante con la reactividad del 
ion nitrosolio (Beckman y col., 1992; Ischiropoulus y col., 1992b; Radi, 1995). 
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Fipra 1.8. Vias oxiQtivas del ueroxinitrito. Adcmas de las vias que se representan, el peroxinitrito puede 
-tar un rearreglo molecular para formar nitmto a pH levemente alcaho @H-8). Las difbentes vias 
oxidativas son posibles porque el enlace 0-0 del peroxinitrito pede reacionar de forma dikrencial si  se 
rompe homoliticamente para dar H(r y 'NQ o heteroliticamente para dar HO' y N@+. La rotura homolitica 
del peroxinitrito a pH neutro requiere aproxhmhmk 18 kcal/mol (Koppenol y col., 1992), La -on 
completa del peroxinitrim en radical hidroxilo y el i6n nitronio requiere d lo  13 W m o l .  Aunque el costo 
energdtico para formar el ion nitrosolio es mewr, hay banera energ&ca de 45 k d m o l  para formar el par 
inicial ~ob..-bcNQ en agua. Por lo tanto, una barrcra cinetica favorece la &scomposicion por la via de la 
formaci6n del radical hidroxilo, a menos que baya metales de transicibn presentes. Los quelatos de metales de 
transici6n tales como el F~%A disminuyen la banera energdtica de adivacibn a 12 kcaVmol catabndo 
la via de la pxoducabn del i6n nitronio (Koppeml y col., 1992). De esta forma, las reaches catah&& par 
metales pleden ser de importancia en la toxicidad &I peroxinitrito 
1.5.2.1 Formacio'n de Especies con la Ractividad &l Ion Nibonio C a t a l i .  por 
Metales. 
A pesar que el radical hidroxilo se como el mhs toxico de 10s radicales libres del 
oxigeno, otras reacciones directas son m8s importantes para la comprension de la 
citotoxicidad del peroxinitrito. Otra via oxidativa involucra la rotura heterolitica del 
peroxinitrito para formar especies con la reactividad del ion nitronio (NO;), las cuales 
son catalizadas por metales de trausicibn (Beckman y col., 1992). 
Los metales de transicion como el Fe3+ED~A aparentemente catalizan la formaci6n de 
especies con la reactividad del nitronio a partir del peroxinitrito por las siguientes 
reacciones: 
6c 6 ONOO' + Fe3'EDTA + NO2 -0 -Fe3'ED~A 
6c 6 fenol + NO2 -0 -Fe3'E~TA + fmol-NO2 + + 0--Fe3'ED~A 
2 H' + O'-F~~+EDTA + H20 + Fe3%DTA 
El simbolo S es usado para describir ma separation purial de cargas. En el primer 
paso, el peroxinitrito imi6n es atraido electroesthticamente por el F~~+EDTA para 
formar un complejo intermediario. La densidad electronica en el complejo es atraida 
por el hieno h a  del nitrbgeno, favoreciendo el corte heterolitico, para dar una 
especie con la reactividad del nitronio, que ataca 10s fenoles. El complejo del 
peroxinitrito con el quelato de hieno puede reaccionar directamente con el fenol sin 
que el ion nitronio este fisicamente separado del complejo. El 0--Fe3'EDTA 
reaccionari rapidamente con dos protones del solvente para liberar agua y regenerar el 
quelato de hierro (Beclanan y col., 1992). 
Esta reaccion provee una explication altemativa para el papel de 10s metales de 
transicion en el daiio oxidativo de 10s tejidos. La velocidad de reaction del 
peroxinitrito con el Fe3'EDTA es de 5700 M'S-', esta en el mismo rango que la 
velocidad de reaccibn del perhido de hidrbgeno con este quelato (Beckman y col., 
1992), per0 la reaccion del peroxinitrito no requiere que el hierro sea reducido para ser 
toxico. 
1.5.2.2 Reaccidn del Peroxiniirito con la Superdxido Dismutasa 
El peroxinitrito reacciona con el sitio activo de la superbxido dismutasa para formar 
especies con la reactividad del ion nitronio (Fig. 1.9) de forma audoga a la descripta 
para 10s quelatos de hierro. Sin embargo, el cobre en el sitio activo de la SOD es 
necesario para la fomacibn del aducto. Para explicar el papel esencial del cobre en el 
sitio activo y la posterior formacion de la 3-nitrotirosina localizada a 18-21 A del sitio 
activo, se propuso que el peroxinitrito es atraido por las misnas fuerzas electrosthticas 
que atram al superbxido (Beckman y col., 1992; Ischiropoulus y col., 1992b). 
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Figura 1.9. Reaction del peroxinittito con la super6xi& dismutasa. La ubicaci6n de 10s amino ki&s 
cargados positivamente alrededor del sitio activo fidita la atraccibn del peroxinitrito cargad0 
mgativamente. 
El peroxinitrito parece unirse al cobre en el sitio activo para formar un aducto 
transitorio : 
El peroxinitxito unido a la super6xido dismutasa puede entonces atacar a un fen01 por 
medio de un intennediario con la reactividad del nitronio para formar un nitrofenol: 
SOD-CU~'O-.-O=N+=O + fen01 + SOD-cu2+ + fenol-NO2 + HO- 
En ausencia de fenoles exogenos, el perordnitrito unido a la SOD puede lentarnente 
nitrar la tirosina 108 de una segunda molkcula de superbxido dismutasa (Ischiropoulus 
y col., 1992b; Smith y col., 1992). La Cu/Zn superoxido dismutasa no es inactivada 
por su reaccion con el peroxinitrito y continb actuando cataliticamene despues de la 
modificacibn. Las Mn y Fe superbxido dismutasas son lentamente inactivadas por la 
reaccion con el peroxinitrito, probablemente debido a la nitration de una tirosina en su 
sitio activo. La velocidad de nitration de compuestos fenolicos de bajo peso molecular 
es de las mhs rapidas descriptas para el peroxinitrito con un valor de lo5 M1 s-' 
(Beclanan y col., 1992). 
1.5.2.3 Orridacwn de Grupos S u l ~ i i o  
El peroxinitxito oxida directamente grupos sulfhidrilos de compuestos de bajo peso 
molecular y de proteinas (Radi y col., 1991a). La velocidad de descomposicion del 
peroxinitrito se increments en foma directamente proportional al aumento de la 
concentration de grupos sulfhidrilo, indicando que el oxidante ataca directamente 
estos grupos (Fig. 1.8). Compuestos con grupos sulfhidrilo como el glutation o la 
cisteina son atrapadores de peroxinitrito a concentraciones moderadamente altas, con 
velocidades de reaction de 2-6 x id M1il (Rad~ y col., 199 la). Estas velocidades de 
reaccion son tres ordenes de magnitud mayores que las correspondientes a la reaccion 
del peroxido de hidrdgeno con 10s grupos sulfhidrilo a pH 7,4. (Radi y col., 1991a). 
1.5.2.4 Zniciacidn de la Lipoperoxidacidn por Peroxiiitrito. 
El peroxinitrito es capaz de iniciar directamente reacciones de lipoperoxidacion 
despuk de su protonacih y la formation de especies con la reactividad del radical 
hidroxilo (Radi y col., 1991b). Los mecanismos serian sirnilares a 10s descriptos 
anteriormente en detalle. 
1.53 T O X I 0  DEL PEROXINITRITO 
Diferentes tipos celulares del sistema inmune, incluido macrdfagos, cklulas de Kupffer 
y neutrofilos, producen y liberan radical super6xido y oxido nitric0 como parte de su 
actividad bactericida (Nathan y Hibbs, 199 1; O'DonneU y Liew, 1994; Colton y col., 
1994; Ischiropoulos y col., 1992; Carreras y col., 1994). Recientemente ha sido 
demostrado que el peroxinitrito tiene actividad bactericida (Zhu y col., 1992) y que es 
citotoxico para cultivos de Trypamzoma c m i  (Denicola y col., 1993). Ad- ha 
sido demostrado su efecto toxic0 (a concentraciones de 250 CLM) en cultivos de 
neuronas corticales (Lipton y col., 1993). 
El peroxinitrito puede atacar directamente, y por mecanismos extremadamente 
fipidos, una gran variedad de blancos celulares por mecanismos extremadamente 
rapidos, que incluyen grupos ti01 (Radi y col., 1991a) puentes disulfuro (Moreno y 
Pryor, 1992) centros hierro-sulfurados (Castro y col., 1994; Hausladen y Fridovich, 
1994; Radi, 1995) y dedos de zinc (Crow y col., 1995). Asi mismo, el peroxinitxito 
puede iniciar la lipoperoxidacion (Radi y col., 1991b), oxidacion de la metionina 
(Moreni y Pryor, 1992), oxidacion de la deoxiribosa (Beckman y col., 1990) y corte 
del ADN (King y col., 1992). Ademiis, puede reaccionar con metales de transition 
para formar especies con la reactividad del ion nitronio, las cuales pueden atacar el 
anillo fenolico de la tirosina, lo que resulta en la formation de 3-nitrotirosina 
(Beckman y col., 1992; Ischiropoulus y col., 1992b; Radi, 1995). La presencia de 
inmunoreactividad de nitrotirosina h e  determinada en lesiones ateroescleroticas 
humanas (Beckman y col., 1994b,c), en pulmones s@ticos (Haddad y col., 1994) y 
coma amino acido libre en el plasma de pacientes con artritis reumatoidea (Kaur y 
Halliwell, 1994). 
Es sabido que la nitration de 10s residuos de tirosina, por tetranitrometano, modifica la 
funcion de las proteinas, incluidas el citocromo P450 (Janing y coL, 1987), a-trombina 
(Lundblad y col., 1988), y la ATPasa mitocondrial (Guerrieri y col., 1984). Por otra 
parte, la fosforilaciiim de 10s residuos de tirosina tiene un papel critic0 en la regulation 
celular y es un blanco importante del d&o por nitracibn (Martin y col., 1990). 
1.5.4 HIP~TEsIs PARA LA EsTIMULACI~N DE LA 
NEURODEGENERACI~N EN LA ESCLEROSIS LATERAL 
AMIOTROFICA. 
La nitration de residuos de tirosina inhibe la posibilidad de que sean fosforilados 
(Martin y col., 1990), lo cual puede tener efectos significativos sobre 10s mecanismos 
de transduccion de Males. En este sentido se propuso que este proceso seria 
particularmente importante en la patogknesis de la esclerosis lateral amiotrofica (ELA). 
La ELA se caracteriza por la degeneracibn de las motoneuronas en el asta ventral de la 
mkdula espinal. Debido a que las fibras del mhculo esquletico estan inervadas p r  una 
linica motoneurona, cada phdida es particulmente destructiva. Las interneuronas que 
rodean 10s nucleos motores producen 6xido nitrico, que modula la plasticidad sinaptica 
(Valtschanoff y col., 1992) y pueden contribuir indirectamente a la destruction de las 
motoneuronas en la ELA, por la superbxido dismutasa (Beckman y col., 1993; 1994a; 
Beclanan, 1994). Origmdmente, 13 mutaciones en 9 sitios diferentes de la SOD 
heron asociadas con la forma autodmica dominante de la esclerosis lateral 
amiotrofica de t i p  familiar (Rosen y col., 1993). Doce mutaciones adicionales fueron 
posteriormente identificadas, y un cod6n puede presentar hasta cuatro mutaciones 
diferentes @eng y col., 1993). Debido a que 10s pacientes con ELA de tipo familiar 
tienen un alelo normal de la SOD, la actividad de la enzima deberia estar disminuida 
en al menos un 50% (Deng y col., 1993; Bowling y col., 1993), aumentado al doble la 
concentration de estado estacionario del radical superoxido, facilitando la formacion 
de peroxinitrito (Beclanan y col., 1993; 1994a; Beckman, 1994). 
Las mutaciones identificadas en el gen de la SOD, de pacientes de ELA de tip0 
familiar, no afectan directamente 10s aminoacidos que forman el sitio activo, pero 
pueden modificar levemente el sitio activo para permitir un mayor acceso del 
peroxinitrito al cobre (Beckman y col., 1993; 1994a; Beckman, 1994). La 
modification quimica de varios aminoacidos en el sitio activo de la SOD, le permite 
reaccionar con el peroxinitrito pero reduce la reaccion con el radical super6do 
(Beckman y col., 1992). De esta forma, las mutaciones en la SOD pueden inmementar 
la formacion de peroxinitrito, debido a la reduction de la actividad &tica, asi 
como la nitracion por el peroxinittito de residuos de tirosina de blancos celulares 
criticos (Beclanan y col., 1993; 1994a; Beckman, 1994). 
La nitracion de residuos de proteinas puede a a r  lentamente a las motoneuronas, asi 
como a otros tipos celulares. La fosforilaci6n de 10s residuos tirosina es el mecanismo 
de transduccion de seiiales m b  importante para la mayoria de 10s factores troficos y es 
inhibida por la nitration (Martin y col., 1990). Un mecanismo que puede conducir a la 
ELA podria involucrar la intermpcion de 10s sistemas de transducciim de seiiales para 
10s factores troficos. El mhculo esquel&ico produce varios factores neurotr6ficos, 
entre 10s que se destacan el factor neurotrfico derivado del cerebro (BDNF) y la 
neurotrofina 3 (NT-3) (Henderson y col., 1993). Estos factores neurotroficos previenen 
la muerte de la motoneuronas despuds de su induction por a o  (Yan y col., 1992; 
Sendtner y col., 1992; Hughes y col., 1993), o durante el desarrollo embrionario 
(Oppenheim y col., 1992) y mantiene la sobrevida de la motoneuronas en cultivo 
(Henderson y col., 1993; Hughes y col., 1993). El BDNF y la NT-3 se men al receptor 
trkE3 (Klein y col., 199 1; Stoppet y col., 199 1; Squino y col., 1991) que tiene asociada 
ma actividad de tirosina quinasa (Klein y col., 1992; Stoppet y col., 199 1). Como la 
mayoria de 10s receptores troficos, el trkB necesita autofosforilarse para su activation. 
Adantis, este receptor activa a la fosfolipasa Cy-1 por fosforilacion (Widmer y col., 
1993). 
En resumen, la hipotesis plantea que la nitration de 10s residuos de tirosina puede 
conducir a ma dishcion de las vias de transduccion de seiiales para 10s factores 
troficos, conduciendo, de esta forma, a la muerte neuronal. 
Esta hipotesis predice que: 
En modelos en 10s cuales la privation de factores troficos estimula la muerte por 
mecanismos apoptoticos, el tratamiento con peroxinitrito deberia desencadenar 10s 
mecanismos del suicidio celular. 
La nitracion de proteinas en tirosina deberia ser un efecto de larga duracion. 
Dado que la fosforilacion y la nitracion de residuos tirosina son mutuamente 
excluyentes (Martin y col., 1990), el pre-ento con factores troficos antes de la 
exposicion al peroxinitrito deberia prevenir la muerte celular y la incubation con 
factores troficos despuds de la exposicion al oxidante no deberia presentar efectos. 
Despuks del tratamiento con peroxinitrito deben'a haber m a  asociacion entre la 
nitracion de proteinas en tirosina y la expresion del programa apoptotico. 
2. OBJETIVOS 
El objetivo general de este trabajo es determinar la relacibn del peroxinitrito, el oxido 
nihico y las especies reactivas del oxigeno con la estimulacibn de la muerte celular por 
mecanismos apoptoticos. 
A fin de poder cumplir con el objetivo general propuesto, las investigaciones se 
dividen en tres partes: 
A) La primer parte esta dirigida al estudio del efecto del peroxinitrito sobre la 
viabilidad celular ya la elucidacibn de sus mecanismos de accion. Los objetivos 
parciales que se propuestos en esta etapa son: 
Estudiar 10s efectos tbxicos del peroxinitrito en modelos experimentales de cultivos 
celulares. 
Determinar 10s mecanismos por 10s cuales el peroxinitrito estimula la muerte 
celular. 
Establecer la presencia de residuos de nitrotirosina en cultivos tratados con 
peroxinitrito y la correlation entre la presencia de nitrotirosina y la muerte celular. 
Estudiar las interacciones del peroxinitrito con 10s factores trbficos. 
B) Debido a que las motoneuronas reciben estimulos trbficos no sblo del mhculo, sino 
tambih de otros tipos celulares que interactb con ellas (Henderson y col., 1993; 
Henderson y col., 1994), la privacibn de factores trbficos del m k u l o  podria inducir la 
expresion de la NOS (Wu, 1993; Wu y col., 1994; Wu y Li, 1993) y desencadenar el 
estrks oxidative. Esto conduciria a la formacibn de peroxinitrito el cual seria el 
responsible de desencadenar la muerte celular. En este context0 10s objetivos parciales 
de la segunda fase de las investigaciones son: 
Co~oborar el mecanismo apoptotico para la muerte de las motoneuronas estimulada 
por privacibn de factores troficos. 
Estudiar el efecto de la incubation de 10s cultivos con inhibidores de la enzima de 
sintesis del oxido nitric0 en la sobrevida de la motoneuronas, en condiciones de 
privacibn de factores troficos. 
Determinar si compuestos antioxidantes revierten la muerte de las motoneuronas 
estimulada por la privacion de factores tr6ficos. 
C) La liltima etapa de las investigaciones esti dirigida a1 estudio de 10s efectos t6xicos 
de 10s amino acidos excitatorios sobre cultivos de motoneuronas. Los objetivos 
especificos de esta etapa son: 
Detexminar la sensibilidad de 10s cultivos de motoneuronas a 10s estimulos 
excitot6xicos, tales como la exposicitin al glutamato. 
Estudiar cuales son 10s recptores glutamatdrgicos involucrados en el proceso 
mediante el us0 de agonistas para 10s receptores ionotrtipicos para 10s amino Bcidos 
excitatorios. 
Buscar evidencia acerca de la activacion del programa apoptotico de muerte celular 
por 10s amino acidos excitatorios. 
Para el cumplimiento de 10s objetivos planteados se eligio la linea de celulas PC12, 
derivada de un feocromocitoma de rata (Greene y Tischler, 1976) y 10s cultivos 
enriquecidos en motoneuronas (Schnaar y Schaffener, 1981) o de motoneuronas 
purificadas (Henderson y col., 1995; Camu y col., 1993). 
Los cultivos de celulas PC12 heron elegidos debido a que la vitalidad de esta linea 
celular es altamente dependiente de la presencia de factores trbficos en el medio de 
cultivo (Greene y col., 1987; Greene, 1978; Mesner y col., 1992; Rukenstein y col., 
1991; Taglialatela y col., 1991). Asi mismo, la celulas PC12 se diferencian a neuronas 
simpaticas por exposiciones prolongadas al NGF y otros factores troficos (Greene y 
col., 1987; Greene y Tischler, 1976; Greene, 1978). Por este motivo, y debido a la 
variedad de factores troficos a la cual responde en f o m  diferente, han sido 
ampliamente usadas en el estudio de 10s macanismos de accibn de 10s factores a6ficos 
(Greene, 1978; Hempstead y col., 1994; Greene y Tischler, 1982; Rukemtein y col., 
1991; Miller y col., 1993; Nguyen y col., 1993; Muroya y col., 1992; Wu y Bradshaw, 
1993; Paves y col., 1990). Por otra parte, esta linea celular ha sido extensivamente 
usada en estudios sobre 10s mecanismos de la muerte celular apoptotica estimulada por 
diversos factores (Batistatou y Greene, 1993; Wang y Pittman, 1993; Rukenstein y 
col., 199 1; Batistatou y Greene, 199 1; 1993; Mah y col., 1993; Walkinshaw y Walters, 
1995; Yao y Cooper, 1995; Troy y Shelanski, 1994). Asi mismo ha sido usada como 
modelo para el estudio de la participacion del estres oxidativo en la estimulacion de la 
muerte celular, asi como da la capacidad de algunos factores de estimular las defensas 
antioxidantes (Jackson y col., 1990a y b; 1992; 1994; Schubert y col., 1992; Pan y 
Perez-Polo, 1993; Troy y Shelanski, 1994). Finalmente, la gran cantidad de 
bibliografia disponible acerca de 10s mecanisnos de la muerte celular y 10s factores 
tr6ficos, junto con su versatilidad y facilidad de manipulation, hacen de esta linea 
celular un modelo adecuado para el estudio de 10s efectos del peroxinitrito sobre la 
viabilidad celular, asi como de sus interaciones con 10s factores troficos. 
La participacion del estres oxidativo y de la NOS en la muerte de las motoneuronas in 
vivo e d  bien establecido (Sendtner y Thoenen, 1994; Wha, 1994; Wu y col., 1994; 
Wu y Li, 1993). Las motoneuronas han sido objeto de muchos estudios usando 
modelos in vivo, per0 su estudio detallado in vitro ha sido retardado por la complejidad 
celular de la medula espinal con la consecuente dificultad en obtener de manera 
reproducible cultivos de motoneuronas puros o altamente enriquecidos (Henderson y 
col., 1995). En este sentido, 10s cultivos de motoneuronas son un modelo muy poco 
estudiado en general y se dispone de muy poca infomci6n directa acerca la relacion 
entre el 'NO, el estrks oxidativo y la induccibn de la muerte celular. Por otra parte, 
quizas sea el t i p  neuronal del cual se dispone de mayor informacibn in vivo respecto 
de la estimulacibn de su muerte y 10s mecanismos que la gobieman (Oppenheim, 
1991). Asi mismo, las motoneuronas, tanto in vivo como in vitro, son extremadamente 
dependientes de un entorno trofico adecuadopara su sobrevida (Arakawa y col., 1990; 
Grothe y col., 1991; Magal y col., 1991; Bloch-Gallegoy col., 1991; Oppenheim y 
col., 1992; Marthuo y col., 1992; Sendtner y col., 1991; 1992; Yan y col., 1992; 
Henderson y col., 1993; 1994; Hughes y col., 1993; Zurn y col., 1994) y, como ya h e  
mencionado, ha sido postulada la participacibn del glutamato, las especies reactivas 
del oxigeno y del 6xido nitric0 en la esthnulacibn de la neurodegeneracion en la ELA 
(Beckman y col., 1993; Lipton y Rosemberg, 1994). Estas caracteristicas hacen que 10s 
cultivos de motoneuronas Sean un modelo sumamente interesante para el estudio de 10s 
mecanismos de la muerte celular. 
Los medios de cultivo, 10s sueros, la laminina y el factor de crecimiento nervioso 
(NGF) utilizados heron de Gibco-BRL (EE.UU.). El material plMco de cultivo h e  
de Coming o Nunc. La insulina y el factor de crecimiento epidkmico (EGF) fueron 
provistos por Boehringer-Mannheim (Alemania). La neurotrofina 415 (NT 415) h e  
Genentec Inc. (l5E.W.). Los factores de crecimiento fibrobltistico (FGF) fueron 
generosamente provistos por el Dr. A Thompson del Dpto. de Bioquimica, The 
University of Alabama at B i d q h n ,  EE.UU. Todos 10s demk reactivos para el 
cultivo y manipulaci6n de las cdlulas utilizados fneron de Sigma Chemical Co. 
(EE.W.), grado cell culture tested El peroxinitrito h e  amablemente provisto por el 
Dr. R Radi del Dpto. de Bioqdmica, Facultad de Medicina, Universidad de la 
Republics, Uruguay. La 3-morfolinosidnoni~nina (SIN-1) h e  una generosa donacion 
del Dr. A.G. Cassella (Hoestch, Alemania). El ApopTag kit para la deteccion in situ de 
la fiagmentacion del ADN h e  de Oncor (EE.W.). La agarosa y 10s marcadores de 
peso molecular cada 100 pb fuaon de Gibco-BRL. El fago A cortado con Hind III fbe 
generosamente provisto por el Dr. H. Bruzzoni del Dpto. de Bioquimica, Facultad de 
Ciencias, Univnsidad de la Repiiblica, Uruguay. Todos 10s d d  reactivos para 
electroforesis fueron de Sigma. Los amino Bcidos excitatorios fkron de Sigma, 
except0 el AMPA que fbe de Tocris Nernamin (Reino Unido). Todo 10s demk 
reactivos k o n  de Sigma a menos que se especifique lo contrario. 
3.2 CULTIVOS CELULARES 
3.2.1 CULTIVOS DE CELULAS PC12 
3.2.1.1 Cultivos de Mantenimiento 
La linea de celular PC12, derivada de un feocromocitoma de rata (Greene y Tishler, 
1976), h e  mantenida en medio RPMI 1640 completo (Tabla 2.1). Cultivos 
subconfluentes (3 x 10' cdldas) fuemn crecidos en placas de Petri de 90 mm. de 
dihetro preparadas con col8geno (como se indica en phafo  1.1.5.1.2 "Preparacion 
de substratos para mantenimiento de la linea PC12") en 10 ml de medio RPMI 
completo a 37°C bajo 5% de presion de COz en aire. El medio de incubacion f ie  
renovado cada 2-3 dias y 10s cultivos repicados cada semana (1 placa a 6 placas), 
desprendiendo mechicamente las cdlulas por trituracion con una pipeta plhtica de 10 
ml. 
TABLA 2.L Medio RPMI Completo 
Componente Concentration 
Medio RPMI 1640 10,4 g/l 
bicarbonato de sodio 
penicilina 
suero fetal bovino (SFB) 
El medio de dtivo con 10s antibibtiicos y el NaHCQ h e  prepado con agua bidestilada, Ilevado a pH 7,4 y 
esterilizado por filtraci6n y a l m h  a 4°C hasta 30 dias. Los sncros fueron agregados inmediatamente 
antes de su uso y en estas condiciones se almacen6 a 4'C Qrante no mAs de 7 dias.. 
33.1.2 Sembrado de las Cilulas PC12 sobre Cubreobjetos 
Se levantaron las celulas en el medio de cultivo condicionado por trituracion con una 
pipeta de 10 ml, se tramaso a un tubo de cen&ga estM de 15 ml. Se centrifuge a 
600 g por 5 min. El precipitado celular fie mrn. en 2.5 ml de medio RPMI sin suero y 
las celulas heron pasadas 10 veces por una pipeta Pasteur estkxd. Se tom0 una alicuota 
y se coloco en un tubo de 1,5 ml inmediatamente despuds de terminada la separation 
de las celulas, se diluyo 20 veces en PBS (Tabla 2.11) y se determino el numero de 
cdlulas con ayuda de un hemocitbmetro (cham de Neubauer). La suspencion celular 
fue diluida con RPMI completo a UM concentraci6n final de 1-1,l x 10' ctlulas/ml y 
se sembraron 0,7 ml de la suspenci6n por cubreobjetos de 22 x 22 mm. preparado 
como se indica en piindo 1.1.5.1.2 "Preparation de sustrato sobre cubreobjetos para la 
linea PC12". Se incubaron 2-4 hr. a 37°C en un incubador gaseado, y cuando las 
cdlulas estaban adheridas a1 sustrato, se llev6 a un volumen final de 2 ml con medio 
RPMI completo. Los cultivos heron mantenidos bajo las condiciones de C02 
temperatura y humedad antes descriptas para 10s cultivos de mantenhiento. 
TABLA 2.IL Composicidn de las Solnciones SIllinas Tamponadas con Fosfato (PBS). 
Componente PBS PBS completo PBS 50 mM 
N a m 0 4  0,92 g/l 0,92 fl 50 m~ 
m 2 p o 4  0920 g/l 0920 g/l - 
NaCl 8,o gfl 8,o gfl 526 gfl 
KC1 020 g/l 0,20 g/l (437 g/l 
MgCh - 6 H20 - 036 g/l 0916 g/l 
CaC12 2 H a  0913 g/l 0, 1 3 d  
glucosa - 190 l3 190 gll 
Las soluciones heron llev;sdas a pH 7,4 y esterilizadas por filtraci6n (0,22 pm). 
3.2.2 CULTNO ENRIQUECIDO EN MOTONEURONAS 
La preparacion de 10s cultivos emiquecidos en motoneuronas se realizo de acuerdo a 
Schnaar y Schaflher (198 1) con algunas modificaciones. 
3.2.2.1 Diseccwn de las Mddulas E@ndes Embrwnarias. 
El utero conteniendo 10s embriones (E14-E15; El = dia del coito) foe removido de la 
rata prdada (sacrificada por dislocacih cervical) e inmediatamente colocado en 
DMEM-HEPES (Tabla III) a 0-4OC. El utero foe disecado en condiciones de 
estddad,  y las membranas que rodeaban a 10s embriones fueron removidas. Los 
embriones heron colocados en PBS completo (Tabla 2.III) a 4°C hasta que se haliza 
la diseccion. Luego, 10s embriones son tcanderidos a una placa de Petri de vidrio, 
previamente tratada con Sigmacote, y se procedio a la remocion de la cabeza, la cola y 
la mayoria de las visceras usando ma pinza de microcirugia (NO 5) como tijera Asi 
mismo, se uso una pbza de microcirugia para estabilizarlos en el disco. La punta de 
otra pbza se introdujo 2 mm. en el canal central de la medula por la park anterior y, 
cmando la pinza, se tiro del tejido dorsal hacia arriba y adelante de forma de descubrir 
la medula Se repitio la operation hasta abrir la medula espinal dorsalmente en toda la 
extension rostro-caudal del embri6n. Luego se insert6 la punta de la pinza cerrada 
entre el borde dorsal de la medula y el tejido que la rodea en un punto 
aproximadamente opuesto al esbozo de la pata delantera y se deslizo hacia el extremo 
anterior y luego al caudal siguiendo la linea de menor resistencia. Se dio welta el 
embrib y se repitio la misma operacibn en el otro lado hasta que la medula quedo 
bien separada, a pesar que algunas meninges y ganglios dorsales quedaban unidos. 
Despues de liberar la cara ventral de la mMula del resto del embrih, se sac6 la 
medula entera. La medula fue entonces colocada con la parte ventral para arriba, 
liberada de meninges y ganglios dorsales y se corto longitudinalmente (con un bisturi 
con hoja No 15) para quitar la medula dorsal. Las medulas asi obtenidas son colocadas 
en DMEM-HEPES a 4OC. 
TABLA 2.m. Medio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) Tamponado con 
HEPES. 
Componente Concentration 
Medio DMEM (4,s gA de gluwsa) 8,24 
bicarbonato de sodio 
HEPES  do ~ - z h y d ~ x i ~ - w - z e t r m ~ )  
El medio de cultivo l i e  l- a pH 7,4 y eskmhdo po . . r filtmci6n (0,22 pm). Se almaan6 a 4°C. 
3.2.2.2 D i g d n  E n m a  de las Maulas Iihpintlles y Obtencwn de 
Suspenciones CeluZares. 
Las mbdulas enteras fueron colectadas por centrifugation a 50 g por 2 min., 
resuspendidas en PBS completo, centrifugadas nuevamente y resuspendidas en 5 ml de 
la misma solucion conteniendo tripsina (0,0025%; Tabla 2.IV) y DNAsa I (0,2 mg/ml; 
Tabla 2.IV). Entonces, las mddulas fueron incubadas a 37°C por 15-20 minutos con 
agitation intemitente. La disociacih d a t i c a  fie detenida por el agregado de 1 ml 
de SFB y la preparation colocada en hielo, triturada veinte veces por pasaje a travds de 
una pipeta plbtica estM de 5 ml y centxifbgada a 225 g por 10 min. a 4°C. El 
precipitado conteniendo las celulas fue resuspendid0 por trituracion (20 veces) en 2,5 
ml de DMEM-HEPES (4°C) conteniendo 0,l mg/ml de tripsina y centdigado a 4 g 
por 5 min. para remover 10s grandes agregados. La suspencion c e l h  fue cen-ada 
sobre un colchon de metrhamida (9% en DMEM-HEPES; Tabla 2 . w  a 2500 g por 15 
min. a 4°C. Las cilulas retenidas en la fraccion de siembra fueron colectadas, la 
solucion diluida 5 veces y centrifbgadas a 800 g por 10 min. El precipitado 
conteniendo la fraccion enriquecida en motoneuronas fue resuspendid0 1 ml de medio 
minimo esencial (MEM) completo (Tabla 2.V) y el numero de cklulas detenninado por 
conteo en un hemocit6metro. El rendimiento de la preparacihn he  de 6-8 x lo4 celulas 
por medula 
TABLA 2.IV. Soluciones Requeridas para la Purificaci6n de la Fracci6n Enriquecida 
en ~ o t o n e u r o ~ w  por &trifugaci6n sobre Colch6n de Metrizamida. 
Producto Solucion Alicuotas Almacenar a 
DNAsa I (Sigma D4527) 10 mg/ml 500 pl - 20°C 
metxhnida 9% en DMEM-HEPES 10 ml 4°C 
tripsina (Gibco-BRL) 2,5% 50 Pl - 20°C 
Todas las soluciones fueron estedkadas pot ijltracih (0,22 pm) 
TABLA 2.V. Medio Minimo Esencial 0 Completo 
Componente Volumen agregado 
MEM' 37,l ml 
selenito de sodio 0,05 ml 
progesterona 0,05 ml 
transfda 0,025 ml 
insulina 0,25 ml 
putrescina 0,50 ml 
a-cetoglutarato 0,02 ml 
extract0 muscular 
suero fetal bovino (SFB) 
suero de caballo 5ml 
El MEM se prepar6 con medio ( g/l), NaHCq (3,7 @I) y glucosa (5 gtl) en agua bi- se Ilevo a pH 
7,4 y se esterilk6 por iiltraci6n (0,22 pm). Los dem& ingxdentes se muestmn en la Tabla 2.V 
3.2.23 Cultivo de la Fraccwn Enriquecidrr en Motoneuronar. 
Las cWas fueron sembradas a una densidad de lo4 cilulas/cm2 sobre cubreobjetos de 
18 x 18 mm. (preparados como se indica en ) o en microplacas de cultivo (96 pocillos - 
pocillos de 6 mm. de dihetro) preparados con poli-L-lisina (como se indica en el 
pbafo 1.1.5.2 "Reparacion de substmtos para cultivos enriquecidos en 
motonewonas"). Los cultivos fuenn mentenidos a 37°C en ma atmodera 5% C02- 
95% aire, saturada de humedad. 
TABLA 2.VI. Suplemento para el Medio de 10s Cultivo Enriquecidos en 
Motoneuronas. 
Suplemento Soluci6n Procedimiento 
Insulina 1 mg/d(lOOx) Disolver 5 mg en 0,s ml de HCI 0,l M, agregar 4,5 ml 
Hz0 
Putrescina 
glucosa 
Disolver 6,4 mg en 4 ml de PBS 
10 mg/ml (loox) Disolver 10 mg en 1 ml de PBS 
1,5 M Disolver 2,19 g  en 10 ml de H20. Ajustar el pH a 7.4 
5 mg de proteindm1 m b d o s  hs ratas &antes (1 
dia) fueron homegemhdm en tres volhems & PBS 
con&nien& EDTA (1 mM) y EGTA (O,5 mM) en un 
Politron (90 seg. 4°C) y centrihgadx a 32000 g  (1 hr.). 
El sobrenadante fue nuevamente cmtrifugacb a 100000 g  
(2 hr.) y el idtimo sobrenadante c h d h d o  Qrante 12 hr. 
contra PBS (Smith y Appel 1983). El extmcto fue 
ahasenado a - 70°C hasta su uso. 
100 mg/ml en MEM Diaolva 1 @. & @CQSa en 10 ml & MEM. 
Selenito de sodio 3 x M (1000~) Disolver 1 mg en 19,3 ml de Ha. A j m  el pH a 7,4 Y 
diluir 10 veces en HzO. 
Progesterona 2 x M (1000x) Dirolw 1 mg en 1,6 ml de etanol. Diluir 100 veces I& 
en etanol 
Todas las solucimes heron esterilizadas por fihci6n (0,22 pm). 
3 2 3  PREPARACI~N DE CULTIVOS DE MOTONEURONAS POR LA 
COMBINACION DE LAS T~CMCAS DE CENTRIFUGACI~N SOBRE 
COLCH~N DE MEflRIZAMIDA E INMUNO--AD. 
La preparation de 10s cultivos de motonemonas se realizaron de acuerdo a Camu y col. 
(1993) y Henderson y col. (1995). 
Las mddulas espinales de embriones de rata (E15) fuaon obtenidas como se describe 
en el piindo 1.1.2.1 "Disecci6n de las mMulas espinales embrionarias". 
Cada mddula espinal h e  cortada en alrededor de 10 pedazos usando un bisturi. Los 
fiagmentos (el equivalente a dos mCdulas por tubo) fueron transferidos a tubos c6nicos 
de centrifuga (estkiles) de 15 ml en 1 ml de PBS (Tabla III). Se le agrego 20 pl de 
tripsina (concentration final 0,05%; Tabla 2 . w  y se incub6 por 15 minutos a 3PC, 
con agitation fkecuente. La incubation fbe fhdizada por remocih del sobrenadante 
usando una punta azul de pipeta automhtica y agngado (a temperatura ambiente) de 
las siguientes soluciones: 
medio de cultivo (Tabla 2 . w  0,8 ml 
BSA 4% (Tabla 2 . w  0,l ml (para inactivar la tripsina) 
DNAsa 1 mglml (Tabla 2. WI) 0,l ml 
Se agito vigorosamente con la mano (aproximadamente 3 min.) hasta que la DNAsa 
digirio el ADN y permitio que 10s hgmentos agregados se separan y se liberan las 
cC1u.k esponheamente (turbidez visible). Se permitio a 10s hgmentos flocular y se 
colectaron 10s sobrenadantes. A cada tubo conteniendo 10s fkagmentos remanentes se 
le agregb: 
medio de cultivo 0,9 ml 
BSA(4%) 0,l ml 
DNAsa (1 mg/ml) 20 pl 
Los hgmentos remanentes fueron triturados por medio de 4 pasajes suaves a traves de 
una punta azul de pipeta automhtica. Se permiti6 a 10s hgmentos flocular y se 
recogieron 10s sobrmadantes que fuenn mezclados con 10s anteriores. Se repiti6 el 
procedimiento y se mezclaron todos 10s sobrenadantes. Los sobrenadantes fueron 
diluidos dos veces con medio L15 y sembrados suwemente sobre un colchon de 1 ml 
de BSA (4%) en un t u b  de centrifbga c6nico de 15 ml. Se centrifbgaron durante 10 
min. a 300 g a temperatura ambiente. El sobrenadante conteniendo la tripsina y 10s 
detritos fbe removido por aspiracidn desde la superficie y el precipitado celular h e  
resuspendid0 en 1 ml de medio de cultivo, al cual se le agregaron 20 pl de la solucion 
de DNAsa, por medio varios pasajes suave a travks de una punta azul de pipeta 
automiitica. 
TABLA 2.VII. Soluciones Requeridas para la Purificacihn y Cultivo de Motoneuronas 
por las TCcnicas Combinadas de Centrifugacihn sobre Colchhn de 
Metrizamida e Inmuno-Minidad. 
Product0 Solucion Mcuotas Almacenar a 
anti-raton Ig (Cappel) 2 mg/rnl 4 "C 
BSA (Sigma A33 1 1) 4% en L15 4 OC 
DNAsa I (Sigma DN-25) 1 mg/ml - 20°C 
glucosa 72 mg/ml en L15 5ml - 20°C 
metrizamida 6,5% en L15 10 ml 4°C 
penicilina-estreptomicina 10000 Ulml-10 @m (100x)l 500 pl - 20°C 
bicarbonato de sodio 73% en Hz0 20°C 
tripsina (Gibco-BRL) 2,5% 50 PJ - 20°C 
TABLA 2.VITL Composici6n del Medio de Cultivo Compieto para 10s Cultivos de 
Motoneuronas 
Componente Volumen agregado 
Medio L15 45,4 ml 
glucosa 2,s ml 
progesterona 0,05 ml 
mezcla IPCS 1,55 ml 
bicarbonat0 de sodio 1,25 ml 
suero de caballo 1,O ml 
Todos 10s ingredientes se muestran en las Tablas 2. W y 2.E. Deqds & la preparaC6n. se corrigi6 el pH y 
se estedh5 par filtraci6n (0,22 p) y se almacen6, en a l p 0 6  casos, Qrante miis de una semana. 
Las cklulas se observaron en un hemocit6metro (Neubauer). Se hallaban 
completamente disociadas y alguna presentaban neuritas. La mayoria eran brillantes a 
la fase aunque a veces las grandes motonemonas se veian grises a medida que se 
apoyaban en el hemocitometro. 
TABLA 2.M. Suplemento N2 Modificado para el Medio de ~ u l t i v o *  
Suplemento Solucion Procedimiento 
hulina 500 ~ 8 / m l  (1oh) Disolver 2,5 mg en 0,5 ml & HCI 0,l M, agregar 4,5 ml 
Hz0 
Selenito de sodio 3 x M (1000~) Disok 1 mg en 19,3 ml de H20. Ajustar el pH a 7,4 y 
diluir 10 veces en H20. 
Progesterona 2 x lo-' M (1000x) DisoIver 1 mg en 1,6 ml & etanol. Diluir 100 veces mhs 
en etanol 
Se abaccmmn tubos contenid  (500 pl de insulina + 500 pl& p b e s c h  + 500 pl de conalbumi~ + 50 
pl de selenito de sodio) como "meah LPCSn a - 20°C. La progesterona fue a h m m d a  separadamente a - 
20°C. 
3.2.3.3 Centr#iugaci6n sobre Colchdn de Metrzam'da 
El equivalente de 4-5 medulas fue sembrado en 1,5 ml de rnedio de cultivo sobre un 
colchon de 2 ml de metrizamida (6,5% en medio L15; Tabla VII). Se centrifuge por 15 
mi. .  a 500 g en una centrifbga de cultivo a temperatura ambiente. Una vez f i n W d a  
la centrifbgacion se pudo ver un precipitado en el fondo del tubo (c6lulas pequdas) y 
una banda turbia en la interfase medio-m etrhmida. Usando una punta azd se 
removieron 0,8 ml del sobrenadante claro y se colecto la banda en aproximadamente 1 
ml, incluyendo algo de metrizamida de la interfase. Se diluyo tres veces con medio 
L15 para diminuir la densidad y se centdhg6 sobre un colchon de 1 ml. de BSA (4%) 
por 10 min. a 300 g a temperatura ambiente. Las cC1ulas keron resuspendidas en 1 ml 
de medio de cultivo y observadas en un hemocit6metro por medio de un microscopio 
de contraste de fases. La distribution de -0s fue mucho menor que en el paso 
anterior, con una predominancia de cC1ulas grandes, redondas y brillantes. El 
rendimiento fue de unas 5-7 x 10' cCluhs por medula espinal. 
3.2.3.4 Procedimiento & Inmuno-Afiidadpara Purfikar las Motoneuronas 
Placas de Petri plhticas para bacteriologia (una placa por cada 4-5 medulas espinales) 
fueron incubadas toda la noche a 4°C con 12 ml Tris-HC1(0,05 M, pH 93) y 20 pl de 
anticuerpo de cabra anti-Ig de raton purificado por afhidad (Tabla 2.VIl), 
asegurhdose que toda la s u w c i e  de la placa quedara cubierta. El disco fbe lavado 
tres veces con 4 ml de PBS y se agregan 10 ml del sobrenadante del hibridoma MC192 
(obtenido como se describe en el phafo 1.1.4 "Cultivo del hibridoma MC 192") 
diluido 1:2 en PBS. Se incubo por a1 menos 2 horas a temperatma ambiente, se lavo 
tres veces con PBS, sin permiti. que la supdcie del disco se secara. Se agrego la 
suspencion celular en 10 ml de medio L15, el disco fbe agitado para distribuir las 
cClulas homogheamente y se incub6 a teqeratura ambiente por 30 min. A1 tinalizar 
el tiempo de incubacibn 10s preparados heron observados en un microscopio de 
contraste de fases a fin de verificar que un nhe ro  si@cativo de cildas estaba 
adherido. Se agito el medio y se volco en un vaso de precipitado. Se lav6 repitiendo el 
procedimiento 8 veces. Se descart6 el dtimo lavado y se agregaron 3 ml del 
sobrenadante del hibridoma sin diluir. Se golpeo vigorosamente el disco contra la 
palma de la mano durante 5-10 min., para despegar las celdas. Cuando la mayoria de 
las celulas estuvo despegada se colectaron usando una punta azul. El medio h e  
reemplazado con 3 ml. de L15 y se lav6 suavemente toda la superficie de la placa con 
ma  punta azul de pipeta automatica y se uni6 este medio con el obtenido 
anteriormente. Las neuronas fueron colectadas por centnfugacion a traves de un 
colchon de BSA (4%) como fbe descripto anterionnente. El rendimiento h e  de 2-3 x 
lo4 motoneuronas por medula espinal. 
3.2.3.5 CuiWo de las Motoneuronas 
Las celulas fuuon sembradas a una concentraci6n de 1,5 x lo3 cdluldml de medio de 
cultivo sobre discos de cultivo de 35 mm. o cubreobjetos de 22 x 22 mm. preparados 
con poliomitina-laminina (como se indica en el phafo 1.1.5.3 "Reparacion de 
substrates para cultivos de motoneuronas") y mantenidos a 37°C en m a  atdsfera 5% 
C02-95% aire, saturada de humedad. Todas 10s agregados k o n  realizados en el 
momento del plaqueo. 
32.4 CULTIVO DEL HIBRIDOMA MC192 
El hibridoma MC 192 (Chandler y col., 1984) que produce el anticuerpo monoclonal 
Ig192 contra el receptor de baja &dad para el factor de crecimiento n e ~ o s o  
NGFR @75 ) fue obtenido del Dr. C. Henderson de la Unidad INSERM 382, Marsella, 
Francia. 
~1 hibridoma fue crecido en fiascos de cultivo (75 cm2) en 40 ml de medio RPMI 1640 
(como el descripto en la Tabla I pero suplementado con 15% de SFB y sin sumo de 
caballo). El medio de cultivo fue cambiado c a b  2-3 &as, hasta que la densidad de las 
cklulas aumento al pmto de tener cpe cambiarlo 2 veces al dia En estas condiciones 
se agrego medio de cultivo hasta alcanzar 10s 200 ml. Cwmdo el pH del medio de 
cultivo empezo a cambiar, se agregaron 5 ml de glucosa 100 mM y se dejo en la 
incubadora hasta que todas las cC1ulas estuvieran muertas. El medio de cultivo fue 
centrifugado a 1500 g por 10 minutos y el sobrenadante se us6 como fuente de 
anticuerpo. 
32.5 PREPARACION DE SUBSTRATOS 
3.2.5.1 Preparacibit de los cubrwbjetos 
De cien a doscientos cubreobjetos k o n  sumergidos en 60 ml de acido nitric0 
concentrado por 20 min. con agitation intemitente. Luego de 3-5 lavados con agua 
bidestilada, se 10s coloc6 en 60 ml de NaOH 2 N por 20 min. con agitation 
intermitente. Una vez cumplido ese tiempo, k o n  lavados con sgus bidestilada hasta 
que el pH del agua de lavado fue neutro. Finalmente se 10s a lmacd  en alcohol 70%. 
Antes de usar se 10s seco en condiciones de esterilidad (aproximadamente 20-30 min.). 
3.2.5.2 Preparacwn de Substratos para Cplulas PC1 2 
3.2.5.2.1 Preparacion de colageno de cola de rata. 
El colageno de cola de rata h e  preparado de acuerdo con Greene y col. (1987). Colas 
de rata (colectas fkescas o mantenidas a -20°C) fueron esterilizadas por inmaion en 
alcohol 70% por 20 min. y lavadas tres veces con agua bidestilada estM. El tendon 
h e  extraido, macerado con una tijera, lavado nuevamente con agua bidestilada estM 
y transferido a tubos de centrihga estQiles (50 ml) donde heron extraidos por 2-3 
dias a temperatura ambiente con 0,1% de hcido ac&co glacial en agua (estedbdo 
por filtraci6n; 0,22pm) a &n de 50 ml por cola. El material h e  centrifugado a 12000 
g por 1 hr. El sobrenadante h e  colectado, alicuotado y almacenado a -20°C. Para cada 
preparation se analiz6 la dilucibn 6ptima en hido acdtico glacial (0,1% en agua 
bidestilada' esterilkado por filtration; 0,22p). En la mayoria de las preparaciones la 
dilucion optima h e  de 1 :20. 
3.2.5.2.2 Preparacion de substrates para mantenimiento de la linea PC 12 
Se agregaron 5 ml de la dilucion optima de colhgeno por 2-4 horas, se lavo tres veces 
con 10 ml de PBS completo. 
3.2.5.2.3 Preparacion de sustrato sobre cubreobjetos para la linea PC 12 
Se prep& coligeno de cola de rata con poli-L-lisina (peso molecular 30.000-70.000) 
(0,5 mg/ml coligeno - 5 pg/ml de poli-lisina en H20 bidestilada). Se colocaron 700 pl 
sobre cada cubreobjetos de 22 X 22 mm. y se dej6 secar toda la noche bajo radiation 
W en la campana de flujo laminar. 
3.2.5.3 Preparacwn de Substratos para Cultivos Enriquecidos en Motoneuronas 
Se agregaron 200 pl de una solucion de poli-L-lisina (0,1 mg/ml de agua bidestilada., 
peso molecular > 300.000) sobre cubreobjetos de 22 x 22 mm. (preparados como se 
describe en el phafo anterior) y se incubaron por 3-4 hr. a temperatura ambiente. La 
incubation h e  detenida por tres lavados consecutivos con MEM. En las microplacas 
de cultivo (96 pocillos; pociUos de 6 mm. de dihetm) se incubaron en las mismas 
condiciones per0 con 50 pl de la solucibn de poli-L-lisina. 
3.2.5.4 Reparacwn de Substratos para Cultivos & Motoneuronas. 
La superficie de cubreobjetos de 22 x 22 mm. (preparados como h e  previamente 
descripto en el phafo 1.1.5.1 "Preparaci6n de sustrato ' sobre cubreobjetos para la 
Linca PCl2") h e  cubierta con 700 pl de una solucib (3pglml de agua bidestilada) de 
poli-lornitina (peso molecular 70000) por 30-60 min. a temperatura ambiente. La 
solucion fie removida y se dejo secar. Un vez que 10s cubreobjetos estuvieron secos se 
incubaron toda la noche a 37°C con medio L15 suplementado con bicarbonato (Tabla 
Wr) y laminina (5 pglml) en atmosfaa 5% COz en aire satmado de humedad. Se 
retira el medio con la laminina y se siembran las cklulas sin dejar secar el sustrato. 
Para 10s discos de 35 mm. se utilize un procedimiento similar per0 se w o n  1,5 ml de 
las soluciones. 
33.1 WENTIFICACI~N DE MOTONEURONAS CON ANTISUERO ANTI- 
CGRP 
La inmunolocdi7acion de CGRP se realizo de acuerdo con Juurlink y col. (1990). 
Cultivos enriquecidos en motoneuronas faeron preparados sobre cubreobjetos como se 
indica en 1.1.2.3 "Cultivo de la fiaccion enriquecida en motoneuronas", lavados tres 
veces con PBS completo y fijados en 2 ml de paraformaldehido (PFA) al 4% 
conteniendo 0,2% de acido picrico en PBS (Tabla 2 . Q  a temperatura ambiente por 30 
min. La fijacion h e  finalizada por tres lavados de 5 min. cada uno con PBS, y 10s 
preparados fueron incubados sucesivamente con ghcina 50 mM en PBS (5 min.), 
Triton XlOO 0,1% en PBS (1 0 min.) y solucion bloqueante (5% SC, O,1% Triton X 100 
en PBS, 30 min.). Entonces se procedi6 a la incubacion con el antisuero de conejo 
(Amersham; dilucion 1:2000 en solucion bloqueante) por 24 horas a 4°C. La 
incubacion h e  finalizada por tres lavados con PBS (5 minutos cada uno) y 10s 
preparados incubados con un anticuerpo de caballo anti-conejo ligado a peroxidasa de 
Aano  (Amersham) durante 1 hr. a temperatura ambiente. Luego de tres lavados de 5 
min. con PBS, se revel6 la peroxidasa por incubacion con diaminobencidina (DAB) 
0,2 mg/ml en PBS conteniendo 24 Wml de H202 (de una solucion madre al 3%) a 
temperatura ambiente con hcuente observacion en el microscopio. La reaccion fbe 
i h b d a  por lavados con Hfl destilada. Los preparados fueron deshidratados por 
pasaje a traves de una serie de diluciones de etanol (50%, 75%, 90%, 95%, 100%, 
100% y xilol aproximadamente de 30 seg. en cada uno) y montados en medio 
sintetico (Permount). 
En algunos preparados se omiti6 el primer anticuerpo como control de especificidad de 
la reaccion. 
33.2 IDENTIFICACION DE MOTONEURONAS CON ANTICUERPOS 
ANTI-ISLET-1 
Los cultivos de motonemonas preparados sobre cubreobjetos, (como fue descripto en 
1.1.3.5 "Cultivo de las motonemonas") ,hen fijados despuds de 24 hr. in vitro 
mediante el agregado de 2 ml de PFA 4% en PBS directamente al medio de cultivo 
durante 2 min., lavado de 10s cultivos con L15 a 4°C dos veces e incubacion con PFA 
4% en PBS sobre hielo por 15 min. La fijacion es halkada por tres lavados sucesivos 
con PBS. Luego 10s cultivos son incubados por 15 minutos con m a  solucion de lisina 
50 mM en Triton XlOO 0,1% en PBS seguida una incubacih de 60 mi. .  con solution 
bloqueante (SC al5% en PBS). El preparado es entonces incubado con el sobrenadante 
del hibridoma 2D6 (generosamente provisto por el Dr. C. Henderson de la Unidad del 
INSERM 382, Marsella, Francia) diluido 1:2 en 5% SC, Triton XlOO 0,1% en PBS 
toda la noche a 4°C. La incubation con el primer anticuerpo fue finalizada lavando tres 
veces con Triton XlOO 0,1% en PBS. La incubacion con el anticuerpo anti-Ig de rat6n 
biotidada (Gibco-BRL) diluido 1:100 en PBS con 5% de SC fue realizada a 
temperatura ambiente por 1 hr. y fidizada por tres lavados consecutivos con Tris-HC1 
(50 mM, pH 7,6) seguidos por la incubacih con estreptavidina ligada a peroxidasa de 
rabano (1500 en Tris-HC1 50 mM) por una hora. Una vez finalizada la liltima 
incubation, 10s preparados fueron lavados tres veces con Tris-HC1 50 mM y 
preincubados con DAB 0,5 mglml por 5 min. Esta solution fue remplazada por una 
solution equivalente per0 con el agregado de 4 @ml de H202 (de una solucibn madre 
al 3%) e incubado a temperatura ambiente con fiecuente observation en el 
microscopio. La reaccion h e  detenida por 10 lavados sucesivos con H20 destilada. 
Los preparados fueron deshidratados por pasaje a traves de una serie de diluciones de 
etanol(50%, 75%, 90% 95%, loo%, lW! y xilol, de aproximadamente 30 seg. cada 
uno) y montados en medio sintktico (Permount). 
Como control de la especificidad de la reaccion , se omitid el primer anticuerpo. 
Cultivos de cClulas PC12 sembrados sobre cubreobjetos fueron tratados con 
peroxinittito como se describirh en el punto 1.5.1 y fijados 24 horas despu6s con PFA 
al4% por 30 min. a temperatura ambiente. Las celulas se lavaron 3 veces con PBS (5 
mi..  cada lavado), se incubaton sucesivamente por 15 min. con ghcina 50 mM en 
PBS, 30-60 min. con BSA al 5% en PBS y toda la noche a 5°C con el anticuerpo 
monoclonal contra nitrotirosina. Los prepafados fheron entonces lavados 3 veces con 
PBS e incubados por 30 minutos con un anticuerpo anti-raton ligado a biotina en 5% 
de BSA en PBS a temperatura ambiente s e a &  de una incubation por 30 minutos con 
estreptavidina ligada fosfatasa alcalina en Tris-HC1. La fosfatasa alcalina h e  revelada 
por la incubation con una soluci6n de NBT (Gibco-BRL). 
Los preparados heron deshidratados y montados como fue previamente demipto. 
3.4 DETERMINACI~N DE LA NITRACI~N DE RESIDUOS DE 
TIROSINAS POR IMMUNO BLOT 
Despuks de la exposicion a1 peroxinitrito las cklulas k o n  c e n e a d a s  a 600 g por 
10 minutos. Las celulas fueron entonces resuspendidas en solucion de lisis (Tabla 2.X) 
a una concentration de lo6 cklulas/SO pl y colocadas durante 20 min. a 4OC, luego de 
lo cual, la lisis es completada por agitaci6n en un vortex a rnhxha velocidad por 2 
minutos. Los lisados fueron centrifbgados (10000 g, 10 min., 4OC). Los sobrenadantes 
fueron diluidos a la mitad con solucih de siembra (25 mM Tris-HCl, pH 6.8; 4% 
SDS, 20% ghcerol; 10% p-mercaptoetanol) y henidos por 5 minutos. 
TABLA 2 X  Soiuci6n de Lisis 
Componente Concentration 
Tris base 20 mM 
NaCl 137 rnM 
SDS 1% 
Fluoruro de fed-metilsulfodo (PMSF) 1 rnM 
Aprotinina 1 50 mU/ml 
Se prepara la solucih de tris 2x y se lleva a pH 8 con HCl. Luego se agregan 10s demhs componentes a partir 
de soluciones l O X ,  con exaqci6n del p-mercaptoetanol y el PMSF que se agregan inmediatamate antes de ser 
usado a partir de una solucion 1W! y 1 mM, -te. 
3.43 ELECTROFORESIS EN GELES DE POLI-ACRILAMIDA CON SDS 
(SDSPAGE) Y TRANSFERENCIA A MEMBRANAS. 
Veinte microlitros de cada muestra fueron sembrados en cada linea de un gel de poli- 
acrilamida (gel superior 4% de acrilamida y gel separador 7,5% de acrilamida) 
conteniendo SDS (Laemmli, 1970) y corridos a 70 V por 2 horas en una cuba de 
electroforesis modelo SE 250 - Mighty small I1 de Hoefer Scientific Instruments (San 
Francisco, USA). El gel h e  entonces teiiido con una solucion que contenia 0,125 g de 
azul de Coomassie R-250,200 ml de metanol, 35 ml de acido acktico y 265 ml de H20 
desionizada por 2 horas a temperatura ambiente con agitacibn suave. La tinsion h e  
detenida por el lavado sucesivo del gel con una solucion 40% de metanol, 7% de acido 
acktico en agua por 2 horas con agitacibn suave seguida de un lavado con una solucion 
5% de metanol 7% de acido acdtico en agua. En estas condiciones se verifico que la 
cantidad de proteina sembrada de cada muestra era igual. Las proteinas fueron 
tranderida a membranas de nitrocelulosa (0,2 pm), de acuerdo a 10s protocolos para 
Westem Blot con quimioluminicencia potenciada (ECL) de Amersham (U.K.). 
La membrana se bloqueo por incubacion en TBST (10 mM Tris, pH 8; 150 mM NaCl; 
0,05% Tween-20) conteniendo 5% de leche descremada en polvo, durante una hora a 
temperatura ambiente. El bloqueo se haliz6 por 2 lavados (15 min.) consecutivos de 
la membrana con TBST. Despues de 10s lavados la membrana fie incubada toda la 
noche a temperatura ambiente con una dilusibn 1:200 del anticuerpo monoclonal anti- 
nitrotirosina en TBST. 
Luego de retirar la solucion conteniendo el anticugpo primario, la membrana se lavo 4 
veces por 5 min. en TBST. La membrana es incubada entonces con el segundo 
anticuerpo ligado a peroxidasa (Amersham RPM 2108) diluido 1: 1000 en TBST, por 
60 minutos. La incubacion es finalizada por 5 lavados sucesivos de 10 min. con TBST. 
La membrana fue incubada con 10s reactivos para la ECL preparados de acuerdo a las 
instrucciones del fabricante y colocada en un cassette para la exposici6n de pelicula de 
rayos X por 5 minutos, y la pelicula revelada. 
3.5 CITOQU~MICA PARA LA DEMOSTRACI~N DE NADPR- 
DU FORASA. 
La deteccih citoquimica de la NADPH-diaforasa h e  realizada de acuerdo a lo 
descripto por Kho y Choi (1988). Los cultivos sobre cubreobjetos de cdlulas PC12 
fueron fijados en PFA al4% en PBS por 30 min., despues de tres lavados con PBS, y 
10s de motoneuronas fueron tratados como se describio en 1.2.2 "Identification de 
motoneuronas con anticuqos anti-Islet-1". La fijacion h e  finalizada por tres lavados 
sucesivos con Tris-HC1 (0,l M, pH 8,2). La reacibn fue realizada en la misma 
solucibn tamp6n conteniendo 1 mM (0,83 mg/ml) de NADPH, 0,2 mM (0,16 mg/ml) 
de azul de nitro tetrazolio (NBT) y 0,1% de Trit6n XlOO por 2 hr. a 37°C en ma 
c&nara saturada de humedad. La reaction h e  detenida por lavados con H@ destilada 
y 10s preparados deshidratados y montados como se describe para las tecnicas 
inmunocitoquimicas. 
3.6.1 TRATAMIENTO CON PEROXINITRITO 
Soluciones madre de peroxinitrito (200 mM) fueron preparadas fiestas por dilucion de 
la capa supedicial amarilla fonnada por el hccionamiento por congelado del oxidante 
con 0,l M de NaOH. La concentracibn h e  determinada espectrofotometricamente a 
302 nm ( E ~ ~ ~  = 1670 MI an"; Hughes y Nicklin, 1968). 
3.6.1.1 ExposMn de las Cklulas A& eridas a Sustrato. 
Las cClulas PC12 heron sembradas sobre cubreobjetos como se indica en 1.1.1.1 
"Plaque0 de celulas PC12 sobre cubreobjetos". La exposicion al peroxinitrito h e  
realizada en cultivos que tenian 18-24 horas de sembrados. Los cultivos heron lavados 
tres veces con 2 ml de PBS completo a temperatura ambiente a fur de miaimizar las 
reacciones del peroxinitrito con el bicarbonato y otros componentes del medio de 
cultivo y el suero, e incubadas en 1 ml de PBS 50 mM por 1-2 minutos antes del 
agregado de un linico bolo (5 pl) de peroxinitrito en NaOH 0,01 M. El oxidante es 
rapidamente agregado en un borde del disco de cultivo y la solucion agitada por 5 seg. 
para distribuir el peroxinitrito sobre todo el disco. Cinco minutos despues de la 
exposicion al peroxinitrito, la soluci6n es removida y remplazada por medio de cultivo 
completo a menos que se especifique otra cosa. Los tratamientos control fueron 
realizados por el agregado de NaOH 0,01 M (vehiculo) o de 10s productos de 
descomposici6n del peroxinitrito obtenidos por medio del agregado del oxidante al 
PBS 50 m M  5-10 min. antes de que las ctlulas Sean expuestas (agregado de orden 
inverso). 
. 
3.6.1.2 ~ o s i c w n  de Caulas en Suspencwn 
Las cklulas son resuspendidas de 10s cultivos de mantenimiento, centrifugadas, 
resuspendidas en PBS completo y colocadas en diferentes tubos de centrifhga en las 
cantidades necesarias para obtener la concentraci6n de dlulas deseada en cada caso. 
Se agrega PBS completo hasta 10s 14 ml y se lavaron dos veces m h  por 
centnfbgacion. Los precipitados celulares son entonces resuspendidos en 5 ml de PBS 
50 mM y se agita durante el agregado de peroxinitrito como un h ico  bolo de 25p.l. 
Despues de 5 minutos de la exposici6n al oxidante las ctlulas heron centrifbgadas, 
resuspendidas en medio de cultivo completo y sembradas en placas de 24 pocillos 
(pocillos de 16 mm. de dibetro) a m a  densidad de 7,s x lo5 ctlulas por pocillo en 
0,s ml de medio completo (para las detaminaciones de viabilidad) o 2 x 10' cklulas 
por disco de 90 mm. en 10 ml de medio completo (para la visualization de la 
fiagmentacibn del ADN por electroforesis en geles de agarosa). Los controles usados 
son 10s mismos que 10s usados para 10s cultivos adheridos al susbrato. 
3.6.2 EXPOSICI~N A DADORES DE OXIDO N ~ R I c o  Y PEROJUNKRITO. 
3.6.2.1 Slntesis del nitroso glutatidn. 
El nitroso glutation (GSNO) h e  sintetizado inmediatamente antes de ser utilizado, 
mediante la mezcla de ma  solucion de glutation reducido (0,2 M en HCl 0,2 N) y 
NaNO2 (0,2 M en HCl 0,2 N), lo que da una uu product0 rojo. El rendimiento de la 
reaction es de aproximadamente el 90% (R. Radi comunicaci6n personal). El 5 mM de 
GSNO produce NO a una velocidad de aproximadamente 7,5 clM/min. A 
concentraciones menores la liberaci6n de NO es proportional a la de GSNO (R. Radi 
comunicaci6n personal). 
3.6.2.2 Iihposiciones cortas a nitroso glutah06n, nitroprusjato de so& y SIN-1. 
Para las exposiciones de 30 minutos a 10s agentes dadores de NO y peroxinitrito, 
cultivos de celulas PC12, sembrados sobre cubreobjetos 24 hr. antes, heron lavados 
tres veces con PBS completo e incubadas en la misma solucion con las 
concentraciones indicadas en cada caso a temperatura ambiente. La incubacion fbe 
fblizada por remplazo del PBS con medio RPMI completo. 
3.6.2.3 Fxpsicwnes prolongadas a1 niiroso g l u t d n  
Para las exposiciones prolongadas, 10s cultivos fueron sembrados en placas de 24 
pocillos, sin sustrato, en 0,5 ml de medio RPMI completo sin rojo fen01 e incubadas 
por 24 hr. El GSNO fue agregado directamente a1 medio condicionado. 
3.63 CULTIVO DE LAS CELULAS EN MEDIO DEFICIENTE EN 
ARGINLNA 
Para 10s experimentos de privacion de arginina, las cklulas PC12 fueron lavadas tres 
veces con PBS completo y sembradas en medio RPMI sin suero y sin f d  en placas 
de 24 pocillos, sin sustrato. La arginina fue agregadas a las concentraciones indicadas 
inmediatamente despuks del plaqueo. 
Para 10s estudios de induccibn de la apoptosis por privacion de factores trbficos, 10s 
procedimientos realizados fueron 10s mismos que para la exposici6n al peroxinittito 
per0 despuks de 10s lavados las cklulas PC12 k o n  incubadas en medio RPMI sin 
suero. 
3.6.5 TRATAMIENTO CON AMINO ACIDOS EXCITATORIOS. 
3.6.5.1 Tratanu'ento Corto con Amino Acidos Excitatorws. 
La exposicibn de 10s cultivos enriquecidos en motoneuronas (24 hr. despuks del 
plaqueo) a 10s amino acidos excitatorio h e  llevada a cab0 a temperatura ambiente en 
HBSS (Tabla 2.XI) que reemplazi, al medio de cultivo por 5 diluciones (1:2) sucesivas 
(Regan y Choi, 1991). Despds de 30 minutos, el HBSS h e  reemplazado con MEM 
completo por 5 diluciones sucesivas (1:2). 
Las exposiciones prolongadas de 10s cultivos enriquecidos en motoneuronas fueron 
realizadas por el agregado direct0 de 10s amino bidos excitatorio a1 medio 
condicionado despuks de 24 hr. in vitro. 
TABLA 2XL Solucibn Salina Tamponada con HEPES (HBSS) 
Componente Concentration 
NaCl 120 mM 
KC1 5,4 mM 
MgClz 0,8 m M  
CaCl2 1,8 mM 
HEPES 20 m M  
glucosa 15 mM 
glicina 10 W 
La soluci&n se llevo a pH 7,4 y se estedbd por f ibdbn  (022 p) 
3.7 DETERMINACI~N DE LA W I L I D A D  CELULAR 
3.7.1 MARCACION S I M U L T ~ A  CON FLUORESCEINA DIACETATO 
(FDA) - YODURO DE PROPIDIO (YP) 
Para la detenninacibn de la viabilidad en cultivos de celulas PC12, 24 hr. despucs de 
10s estimulos se reemplazo el medio de cultivo PBS completo conteniendo 4.6pdml de 
yoduro de propidio y 15pg/ml de fluoresceina diacetato y se incubo por 15 min. a 
temperatura ambiente (Jones y Senft 1985). Entonces el cubreobjetos fie rhpidamente 
colocado sobre un portaobjetos y las c M a s  teilidas fueron observadas inmediatamente 
en un microscopio de epinwrescencia para cuantificar la viabilidad celular. Las 
celulas viables &on identificadas por la fluorescencia amarillo-verdosa resultante de 
la hidrolisis de la FDA por esterass intracelulares. Las cklulas Wadas fueron 
identificadas por la fluorescencia rojo brillante que resulta de la interaction del YP con 
el ADN. El n h e r o  de cClulas viables y no viables fie determinado en al menos cinco 
campos usando un objetivo 1OX y el porcentaje de viabilidad celular f ie  calculado 
como: 
% de viabilidad = (celulas verdesfcClulas verdes + celulas rojas) x 100. 
El primer campo fue tomado en el centro del cubreobjetos, a fin de evitar la zona 
donde se agreg6 el peroxinitrito, y 10s otros cuatro fberon tornados movihdose a la 
izquierda, derecha, arriba y abajo del campo inicial. El hea contada correspondio a 
aproximadamente el 4% del hrea total del cubreobjetos. 
El bromuro de 3-(4,5-dimethylthiiazol-2-y1)-2,5 difenil tetrazolio (MTT) es reducido 
por las cdlulas vivas con mitocondrias funcionales para generar el correspondiente 
formazh, el cual marca especificamente a las celulas viables con un precipitado azul 
'que puede ser solubilislndo en dimetil sulf6xido (DMSO) y determinado 
espectrofotometricamente a 570 nm (Mossmann, 1983; Skaper y col., 199 1). 
3.7.2.1 Uso del MPtodo de la Reduccwn del MTT en Cultivos Enriquecidos en 
Motoneuronas. 
Veinticuatro horas despues del tratamiento, el medio de cultivo es reemplazado por 
HBSS conteniendo 1 mg/ml de MTT e incubados por 2 hr. a 37°C. En estas 
condiciones el n h e r o  de cklulas teiiidas de azul h e  contado en 3-5 campos 
representatives por pocillo usando un microscopio invertido. Finalmente la solucibn 
salina conteniendo el MTT h e  reemplazado por 50 pl de DMSO y cuantificado en un 
contador de ELISA a 570 nm. La viabilidad h e  calculada como: 
El m6todo fbe validado sembrando diferentes cantidades de celulas y utilizando el 
metodo del MTT 24 hr. despues (Fig. 2.1). Los resultados fueron analizados por 
regresion lineal (pendiente significativamente diferente de 0, p< 0,001; r = 0,9965). 
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3.7.2.2 Uso del Mptodo del MTT en Cdulas PC12. 
Despuds del tratamiento las celulas fueron sembradas en placas de 24 pocillos a una 
densidad m h a  de 7.5 x lo4 cdlulas por pocillo en 0,5 ml de RPMI sin rojo fen01 
suplementado como se indica en cada caso. Despuds de 22 hr. de incubacion se agrego 
a1 medio de cultivo condicionado 50 pl de m a  solucion de MTT (5 mgml en RPMI) y 
se incubo a 37°C por 3 hr. &. A1 finalizat la incubacion, las cdlulas fueron 
levantadas en el medio de cultivo y centrifbgadas a 600 g por 5 min. El precipitado 
celular h e  resuspendido en 1 ml de D M 0  y agitado en un vortex a mimima velocidad 
por 60 seg. La solucion resultante fue trasvasada a cubetas plirsticas y la densidad 
6ptica detednada espectrofotometricamente a 570 nm. El mdtodo fue validado 
incubando diferentes concenttaciones de cklulas PC12 en las condiciones descriptas 
(Fig. 2.2). La viabilidad fue calculada igual que para las motoneuronas. Los resultados 
fueron analizados por regresion lineal (pendiente sigdicativamente diferente de 0, p< 
0,001; r = 0,998). 
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VIABILIDAD EN CULTIVOS DE MOTONEURONAS 
En 10s cultivo de motoneuronas purificadas por la tdcnica combinada de centrifugation 
sobre colchon de metrizamida e inmuno-&dad, la viabilidad h e  determinada por 
conteo direct0 de todas las celulas grandes que presentaran neuritas de m b  de cuatro 
dihetros del soma en un campo (12 ~II?) identilicado del disco de cultivo. A tal fin 
se apoya el disco sobre un soporte que time una grrlla y se marca la posicion del disco, 
de forma de contat siempre el mismo campo. En 10s experimentos de 24 hr. se elige un 
campo a1 azar en cada disco de cultivo y se cuentan todas las celulas que re\inan las 
condiciones descriptas. La viabilidad se calcula como el porcentaje de cdlulas respecto 
de las celulas en 10s cultivos tratados con neurotrofina 4/5 (NT 415). Para las curvas de 
tiempo, se marca un capo en el disco y se cuentan las celulas pegadas y con neuritas 4 
hr. despues de haber sido sembradas 10s cultivos. Este valor se toma como el 100%. 
FRAGMENTACI~N DEL ADN 
Como h e  discutido previamente, la iiagmentacion del ADN nuclear puede ser 
utilizada como criterio de muerte apoptbtica. Recientemente, ha sido reportado un 
metodo que permite marcar la hgmentacion del ADN in situ (Gavrieli y col., 1992). 
Este m&odo esth basado en la union especifica de la deoxinucleotil transferasa 
terminal (TdT) a 10s extremos 3'-OH del ADN, seguido de la sintesis de un polimero 
polideoxinucleotidico de deoxiuridina (dUTP)-dioxigenina, el cud es reconocido por 
un anticuerpo especifico conjugado con peroxidasa. El metodo del marcado terminal 
de 10s cortes con dUTP-dioxigenina mediado por la TdT (TUNEL) fie utilizado para 
la marcacion de 10s nucleos de celulas apoptoticas en cultivo, despuds de 10s 
tratamientos. 
Los nucleos apoptoticos fueron marcados con el metodo del TUNEL usando el kit 
ApopTag de Oncor ( C d o g o  S7100-Kit) y siguiendo las indicaciones del fabricante 
con las siguientes modificaciones: 
3.8.1.1 Preparacwn de los Cultivos 
Tanto para el caso de las cClulas PC12 como para las motoneuronas 10s cultivos fueron 
realizados sobre cubreobjetos como se indica en cada caso. 
Cuatro, 7 y 24 horas despuds de 10s tratamientos, 10s cultivos fueron lavados tres veces 
(5 min. cada uno) con 2 ml de PBS completo a temperatura ambiente y fijados con 2 
ml de paraformaldehido a1 4% (preparado fieso a partir de una solucion madre al 
36%) durante toda la noche a 4OC, luego de lo cual son lavados 3 veces con PBS (5 
min. cada uno) y post-fijados por 5 minutos a -20°C con etano1:acdtico 2: 1. 
Veinticuatro horas despuks de haber sido plaqueados 10s cultivos son fijados como h e  
descripto para la marcacion de la proteh  nuclear Islet-1, lavados 3 veces con PBS y 
post-fijados como fue descripto en el p W o  anterior. 
3.8.1.4 Marcacwn de 10s Ektremos 3'-OH 
Una vez finalizado el proceso de fijaci611,los cultivos son sometidos a tres lavados con 
PBS de 5 minutos de duracion cada uno e incubados con 50 pl de solucion tampon de 
equilibracion por 30-45 min. a temperatura ambiente. Luego se remueve el exceso de 
liquid0 cuidadosamente y se incuba por 1:30 hr. con 50 pl de la solucion que contiene 
la enzima TdT, en una cha ra  h h e d a  a 37°C. La reaccibn es detenida por el agregado 
de 2 ml de la solucibn de detenidonavado en la cual se incuba en c k a  h h e d a  a 
37°C por 30 minutos adicionales. 
3.8.1.5 Z&ntiJicmllCL6n & la Dimigenina y Montdo de los Reparados 
Luego de cumplido el idtimo plazo, 10s preparados son sometidos a tres lavados 
consecutivos de 5 minutos de duracion cada uno con 2 ml de PBS e incubado por 1 hr 
a temperatura ambiente con 50 pl del anticuerpo anti-dioxigenina conjugado con 
peroxidasa La incubacion con el anticuapo f ie  finalizada lavando 10s cultivos tres 
veces con 2 ml de PBS (5 min. cada uno)y tres veces (5 min. cada uno) con 2 ml Tris- 
HCl (50 mM, pH 7,6;TB) a temperatura ambiente. Para revelar la peroxidasa, 10s 
preparados son incubados (5-10 min.) con una solucion conteniendo diaminobencidina 
(5 mg/lO ml TB) y H202 (40 pl de una solucion 3% cada 10 ml de solucion final) bajo 
permanente observation. La reaccibn es detenida con varios lavados (5-10) sucesivos 
con 2 ml de H20 destilada. Los preparados son entonces deshidratados y montados en 
Permount. 
3.8.2 DETERMPNACION DE LA FRAGMENTACI~N DEL ADN NUCLEAR 
POR ELECTROFORESIS. 
Las cilulas PC12 en suspension fueron sometidas a 10s estimulos a una concentraci6n 
de 2-4 x lo6 celulas/ml en 5 ml de PBS completo y plaqueadas en RPMI suplementado 
como se indica en cada caso, en discos de 90 mm sin sustrato. 
3.82.1 IWraccwn del ADN de Bajo Peso Molecular 
La extraccion del ADN fiagmentado de las cClulas fue realizada de acuerdo a Gong y 
col. (1994) con alguna moditiicaciones. Siete horas despuds del plaqueo las celulas son 
levantadas en el medio de cultivo condicionado, cen-adas a 600 g por 5 min., 
resuspendidas en 1 ml de PBS y fijadas por el agregado de 10 ml de etanol 70% a - 
20°C durante a1 menos 12 horas y hasta un mhximo de 2 semanas. Las cdlulas son 
entonces cenbrifugadas nuevamente a 600 g por 5 minutos y el etanol es 
cuidadosamente removido per0 sin permitir que las celulas se sequen. Los precipitados 
de celulas se resuspendieron en la soluci6n de extraccion (40 pl por cada 2 x lo6 
celulas; Tabla 2.XIII) y se incubaron por 30-60 minutos a temperatura ambiente. 
DespuCs de centrifugar a 1000 x g por 5 minutos, el sobrenadante es transferido a 
nuevos tubos y concentrado por vacio en un concentrador SpeedVac (Savant 
Instruments Inc.) durante 15 minutos. 
TABLA 2XII. Soluciones Requeridas para la Extracci6n y Electroforesis del ADN de 
Bajo Peso Molecular. 
Product0 Solucion Procedimiento 
Na-04 0,2 M Se disuelven 284 mg en 10 ml de Hz0 destilada. 
Nonidet NP-40 
Bromuro de 
etidio 
EDTA 
Se diluyen 25 pl de Nonidet W-40 en 10 ml de HzO 
destilada. 
Se disuehm 1 mg (todo el contenid0 del vial) en 1 ml de 
H f i d e d d a .  Seincubapor 5 minutosenunbaiio de 
agua a 100°C. 
Se dhelven 20 mg (todo el contenid0 del vial) en 1 ml de 
Hfidestilada. Sediluye20vecesenHz0destilada 
Se~ive1gen100mldeH20destilada.Seagitaenun 
agitador magn&co por varias horas y se tramdiere el 
ammi& a un recipiente oscuro. 
Sedhelven 18,61 gen 100 mldcHz0destiladayseagita 
vigorosamente en un agitador magnetico, se ajusta a pH 
8.0 con NaOH 10 M. 
Sedisuelven 121,l gen800mldeHz0destilada. S e a m  
el pH a 8.0 y se lleva a 1000 ml con HzO destilada. 
Se diluye 10 veces con . Hz0 destilada la soluci6nlM. 
Acido Mrico 0,45 M Sedisaelven275 gen800mldeH20ckdada. Se llevaa 
pH 8 y se completa el volumen a 1000 ml.. 
Todos 10s reacths usados fueron de Sigma. 
Una alicuota (3 p1 por cada 40 pl de solucion original) de Nonidet NP-40 (Tabla 
2.XII) fbe agregada seguida por una alicuota (3 yl por cada 40 y1 de solucion ori@) 
de la solucion de RNAsa A (Tabla 2.m. La preparation fie incubada por 30-45 
minutos a 37°C. A1 cab0 de dicho period0 se agrego una aticuota (3 pl por cada 40 p1 
de solucion original) de proteinasa K (Tabla 2.m y el extract0 h e  incubado a 37°C 
por 30 minutos adicionales. La incubation fbe f h a b d a  por el agregado de solucion 
de siembra (12 yl por cada 40 pl de soluci6n on@; Tabla 2:XIV) y 40 yl de la 
solucion resultante fueron t rder idos  a un gel de agarosa (1,8%). 
TABLA 2.XL Solucidn de Extraccidn del ADN de Bajo Peso Molecular. 
Componente Volumen agregado 
NazHPO4 (0,2 M) 1,92 ml 
Acido citric0 (0,l M) 0,08 ml 
Se v d c a  el pH que debe sex de 7.8. La prepami6n de 10s componentes en Tabla 2.X 
TABLA 2XII. Solucidn de Siembra del ADN en Geles de Agarosa. 
Componente Concentracion 
Cianol xileno FF 0,25% 
Azul de bromofenol 0,25% 
Glicerol 30%1 
La solucibn se prepara con H20 destilada 
3.8.2.2 Elecdoforesis del ADN en G e k  de Agarosa y Visualizacwn del ADN. 
Los geles de agarosa (1,8% en TBE; Tabla 2.XV; 9 cm de longitud) fueron corridos 
por electroforesis horizontal a 30-40 Vlcm por 3-5 hr. Una vez Gnalizada la corrida el 
gel h e  incubado dunmte 30 minutos en 100 ml de TBE fiesco, a1 cual se le agregaron 
50 pl de bromuro de etidio (Tabla.2.XII). El ADN fue visualizado en un 
transiluminador (luz ultra violeta) despuk de 3 lavados sucesivos de 15 minutos cada 
uno con TBE.' 
TABLA 2.XlIL Solucidn de Corrida de 10s Geles de Agarosa (TBE). 
Componente Volumen agregado 
Tris-HCl(1M) 90 ml 
Acido boric0 (0,45 M) 200 ml 
EDTA (0,5 M) 20 ml 
H20 destilada 690 ml 
3.9 &ISIS EST&SITCO Y GENERCI~N DE CUR VAS 
Todos 10s experimentos fuaon realizados por lo menos por duplicado y repetidos 
como minim0 dos veces. Los datos son inforrnados como la media f el desvio 
estindar. La si@cacion de las diferencias fuc d e t h a d a  por la prueba T de 
Student a dos colas para dos medias usando el programa Microsoft Exel. Las 
regresiones lineales fueron realizadas con el program Inplot4 al igual que la 
generation de curvas y determination del EC50. 
4. RESULTADOS 
4.1 ESWDIOS SOBRE LOS MECANISMOS DE LA MUERTE CELULAR 
ESTIMULADOS POR EL PEROXlNITRITO 
4.1.1 EFECTO DEL PERO-0 SOBRE LA VIABILIDAD DE LAS 
CELULAS P C I ~  
Experimentos preliminares realizados en cultivos de ctlnlas PC12 sembrados a baja 
densidad y expuestos a 1 mM de peroxinitxito agregado como un imico bolo, 
mostraron relativamente poco dailo celular a las 8 horas, per0 se observ6 un deterioro 
progresivo de las cClulas 24 horas desputs del tratamiento (Tabla 3.1). Por otra parte, 
10s lavados asi como tambib el agregado del peroxinitrito causaron la muerte del25- 
30% de las ctlulas en las primeras 3-4 horas (Tabla 3.I), pero esas ctlulas se despegan 
del sustrato o son fagocitadas de forma que no son visibles a las 8 hr. A tiempos de 
incubacion mayores (248 hr.) las c8ulas que sobreviven comienzan a proliferar 
intedhiendo con la estimation de la muerte celular. Por este motivo 10s estudios 
subsecuentes fueron evaluados a las 24 horas. 
TABLA 3.L Efecto del Peroxinitrito sobre la Viabilidad de CCldas PC12 a Diferentes 
Tiempos Despub del Tratamiento 
 rat amient o* 4 horas 8 horas 24 horas 
% deviabilidad" n % deviabilidade* n % deviabilidade* n 
Control 74,62 f 4,84 20 98,18 f 1,19 20 99,19 +0,83 19 
' Los cultivos fueron lavados para la eqmsici6n a1 pxinitrito como fue descipo en Materiaes y Mdtodos. 
" la viabilidad fue determinada pot el m&& & la FDA-YP a 10s ti- in&& en cada caso. Los 
valores repmentan la media * desvio esthdar del nirmero & mediciones indicado (n) provenientes de a1 
menos cimx, experhmtos in&pendientes realizaQs par tr ip l id .  siguiiicativamente difkrente del control 
comspondiente @<0,000 1). 
Los cultivos expuestos por 5 minutos al vehiculo (NaOH 0,01 M) o a 10s productos de 
descomposicion del peroxinitxito (agregado de orden inverso) no presentaron efectos 
s i ~ c a t i v o s  sobre la viabilidad celular, evaluada 24 hr. desputs por tincion 
simulthea con fluoresceina diacetato-yoduro de propidio (FDA-YP) o por la 
reduccibn mitocondrial del MTT (Fig. 3.1). Experimentos cuantitativos usando las 
tkcnicas antes mencionadas mostraron que la toxicidad del peroxinitrito es dependiente 
de su concentracibn, y que a un misma concentracih del oxidante, su potencia tbxica 
es modificada por la concentracibn de cC1ulas en la solucibn de incubation ad como 
por la facilidad con que el oxidante accede a las cklulas (Fig. 3.1). Cuando el 
peroxinitrito h e  agregado a cultivos de cClulas PC12 adheridas al sustrato (donde el 
acceso a las cdlulas es limitado) y la viabilidad analizada usando FDA-YP, se 
determino un ECSo de 1,3 mM (Fig. 3.1A). El mdtodo de la FDA-YP permite una 
evaluation puntual de la viabilidad de 10s cultivos, por lo tanto de haber occurrido una 
disminucion en el n h e r o  de cklulas remanentes respecto del control, esta no puede 
ser evaluada, lo que lleva a una subestimacion de la toxicidad del compuesto. Por otra 
parte, es concebible que d l o  una pequeila cantidad del peroxinitrito agregado a 10s 
cultivos efectivamente alcance a las cklulas. Asi, usando un coeficiente de difusi6n de 
1800 pn2/s (estimado a parti. del coeficiente de difbi6n del nitrato) y una vida media 
de 1 seg. a pH 7,4 (Beckman y col., 1990; Zhu y col., 1992), entonces la distancia . .. 
. .  
media de difisi6n del peroxinittito puede m estimada como $ 2 ~ ~  - 60 pm. Dado ": 
. ... . 
que 1 ml de solucion en un disco de 35 mm de dihetro resulta en una capa de : I 
... 
aproximadamente 1 mm de espesor sobre las cklulas, asumiendo una distancia de . . . . . 
--.-. 
difusion promedio de 0,5 mm para que el peroxinittito alcance la superlicie celular y - ... : 
*. :. : 
aplicando la segunda ley de difbsion de Fick (Lancaster, 1994) se puede estimar un :. .. 
. .'. . 
ECS0 efectivo de aproximadamente 40 pM,. A h  si reconocemos que la estimation del 
ECso usando 10s conceptos de difusi6n es una aproximaci6n muy grosera, debido a la 
existencia de factores no controlables durante el agregado y mezclado del peroxinitrito 
en 10s discos, el cilculo claramente demuestra que la concentration de peroxinitrito 
que interactu6 con la capa de cC1ulas PC12 fue de por lo menos un orden de magnitud 
menor que la concentraci6n agregada. 
Cuando suspensiones de cklulas PC12 fueron expuestas a concentraciones crecientes 
de peroxinitrito durante 5 minutos y la viabilidad evaluada 24 hr. despuks, usando el 
mdtodo del MTT (que permite cuantificar el n h e r o  total de cklulas viables en un 
momento determinado), se determinaron valores de ECso de aproximadamente 1 y 0,5 
mM, para suspensiones de 1 y 0,5 x lo6 c~lulas/ml respectivamente (Fig. 3.1B). Este 
resultado apoya las especulaciones realkidas en el p W o  anterior? ya que si bien en 
las suspensiones celulares las timitaciones para el acceso del peroxinitrito a las celulas 
no tienen la mima importancia, el aumento de la concentration de celulas disminuye 
la cantidad de peroxinitrito que puede acceder a cada una, pudihdose explicar de esta 
forma la sensibilidad diferencial a1 peroxinitrito en las diferentes condiciones. 
. .  . Figura 3.1. El  ro 
forma de~endiente de la concentracih. La exposicih a1 peroxinitrito se reah6 como se describe 
en Materials y M&odos. A) La viabilidad celular fie evaluada 24 hr -6s del tratamiento, 
. .  . de cuhivos de dlulas PC12, con p e r m  usando la tincibn simubea caa FDA-YP. 0 
peroxinhito; adicih de orden inverso. A caacenfraciones de peroxhitrito mayores de 0,l 
mM loa viabilidad fbe sigdcati- maor que la de 10s controls @<0,005). B) La 
viabilidad celular fie deteminada usando la reduccih rnhcmdrial de MTI' 24 hr despu6s de la 
exposici&, de dlulas PC12 en suspemibn, a1 oxidante o sus productos de descomposicih. (A) 
0,s x lo6 o (0) lo6 dlulas/ml. de PBS 50 mM fieran expuestas a1 peroxmrtrrto . .  . por 5 min. a las 
wnwntntcions mdicadas; agregado de orden mmso c o w d i m  a una conwntntcih de 
0,5 x lo6 dlulas/ml. La viabilidad fie s@catinme&e menor que la de 10s controles a 
. .  . 
conwntntcions de 7superiores a 0,l y 0,25 mM para la menor y mayor densidad de 
dlulas en suspensibn respedvamnte @<0.001). Los valores represntan la media f el desvio 
&dar de 12 valores provenientes de 4 q x h m t m  mdependientes realizados por triplicado, 
para las determinacicaes con FDA-YP, y de 8 valores prownientes de dos experhntm 
mdependieates realizados par cuadruplicado para las detembaciones con m. 
Estos resultados implican que el factor determinante para la toxicidad del peroxinitrito 
es la cantidad del oxidante que alcanza a cada celula y no su concentracion,. de mod0 
que la misma toxicidad es alcanzada con diferentes concentraciones del agente 
oxidante en las distintas condiciones experimentales utilizadas (Fig. 3.1). 
4.1.2 EFECTO DE DADORES DE OXIDO N ~ W C O  Y PEROXINITRITO 
SOBRE LA VIABILIDAD DE CELULAS ~ ~ 1 2  
A fin de detexminar la especiiicidad en la disninucion de la viabilidad celular inducida 
por la exposicion al peroxinitrito se utilizaron nitroprusiato de sodio (SNP) y nitroso 
glutation (GSNO), sustancias cuya descomposicion espontanea produce bx io  nitrico, 
y SIN-1 (que se descompone espontbeamente produciendo 6xido nitrico y radical 
superoxido, 10s cuales reaccionan generando peroxinitrito). La exposicion de cultivos 
de celulas PC12 a SNP (5 mM) o GSNO (3 mM) en PBS por 30 minutos no provoc6 
cambios sigruficativos en la viabilidad celular determinada 24 hr despues del 
tratamiento por la marcacion simultbea con FDA-YP (Tabla 3-11). Sin embargo, 
cuando 10s cultivos fueron expuestos por 30 minutos a una concentracion de SIN-1 (5 
mM) que produce una cantidad de peroxinitrito equivalente a un h ico  agregado en 
bolo de 0,2 mM y equivalente al NO producido por las concentraciones usadas de SNP 
y GSNO, se encontro una disminucion sigruficativa de la viabilidad celular, 
equivalente a la producida por idhtica concentracion de peroxinitrito agregada como 
un hico  bolo. 
Debido a la dependencia de un entomo trofico adecuado para la sobrevida de las 
cdlulas, incubaciones m8s prolongadas con SIN-1 no pudieron ser realbadas ya que el 
tratamiento control inducia una disminucion significativa de la viabilidad celular y en 
presencia de medio de cultivo completo el compuesto no time actividad 
probablemente debido a las reacciones del peroxinitrito con 10s componentes del 
medio de cultivo. 
TABLA 3.IL Efmo de 10s Compuatos Dadores de 0ddo Nitrico y Perodnitrito sobre 
la Viabilidad Celular 
 rat amient o* % de viabilidad8* n 
Control 98,3 k 4,2 4 
Nitroprusiato de sodio (5mM) 
Nitroso glutation (3 mM) 
Los cultivos fueron lavados para la eqosici6n a1 pemxinitrito y a los a t e s  dadores de 6xido nitric0 y 
~ e r o x i n i ~ c o m o f u e ~ p t o e n ~ a ~ ~ ~ . ~ l a v i a b i l i d a d f u e ~ p o r e l ~ o d o & l a  
FDA-YP como fue desaipto-en Materiala y I&to&s. Los valores nqmenGm la media * dtsvio esthdar &l 
nhero  & mediciones indido (n) provenientes & Qs expcrimentos idependientes realizaQs por 
duplicado.' significativamente rtiferente del control Q%O,Ol). 
Figura 33. Ef&o de la incubacih ~rolaneada de cultivos de &lulas PC12 con nitroso 
plu&atih. Las mcubacimes en p m c i a  de nitroso g l d h  se reahzarm como se describe en 
Matexiales y M W o s .  Veiuticuatro horas despub de comemada la incubacih, la viabilidad del 
10s &vos fbe demmida por la reduccih mitwondrial del M'IT y posterior determinacih 
espectro&mn&ica. Los valores representan la media f el desvio d d a r  de 8 valores 
provBnieates de 2 experimmtos mdependientes realizados por cuadruplicado. control; 0 GS- 
,NO. * s i m f i c x t i w  &reate del control (W0.0 1). 
A fin de analizar el efecto de exposiciones prolongadas a1 oxido nitrico, cultivos de 
cdulas PC12 fneron expuestos a GSNO por 24 horas en medio de cultivo completo y 
la viabilidad evaluada 24 hr. despuCs usando la reduction del MTT y posterior 
detenninacion espectrofotom~ca (Fig. 3.2). En estas condiciones, se dectaron 
disminuciones sigdicativas de la viabilidad celular a concentraciones de GSNO 
superiores a 1 mM, las que producen concentraciones de aproximadamente 2 pM/min. 
A estas altas concentraciones el 'NO, em presencia de oxigeno, puede generar el 
poderoso y extremadamente toxic0 oxidante 'NOz, y reproducir 10s efectos toxicos y 
mutaghicos del nitrito (Nguyen y col., 1992), pudihdose explicar de esta forma la 
disminucion de la viabilidad celular. Por otra parte, dos molCculas de GSNO 
reaccionan para generar 2 molCculas de oxid0 nitric0 m h  ma  de glutation oxidado 
(Ecuacion I), sin embargo tambih pueden reaccionar con grupos sulfhidrilo reducidos 
u oxidados de proteinas u otros componentes celulares libemudo 'NO (Ecuacion 2) o 
nitrosilando 10s grupos ti01 (Ecuacion 3), inactivando asi proteinas de forma 
inespecifica. La inactivacion de la actividad de proteinas podria entonces conducir a la 
muerte celular por un daiio celular generalizado. De hecho, la morfologia de las 
celulas muertas en estos cultivos es claramente necrotica. 
Ecuacion 1 
Ecuacibn 2 
Ecuacion 3 
GS-NO + GS-NO -+ 2 'NO + GSSG 
GS-NO + R-SH + 'NO + R-SSG + IT 
GS-NO + R-SH -+ RS-NO + GSH 
4.13 CAMBIOS MORFOL~GICOS INDUCIDOS POR EL PEROXINITWTO. 
La observation microscopica de las cxilulas 24 hr. despues de la exposicion a 1m.M de 
peroxinitxito durante 5 minutos y t d d a s  con FDA-YP, mostro que la mayoria de las 
cdlulas viables (celulas verdes en la Fig. 3.3C y Fig. 3.4B) presentaban una forma 
redondeada con numerosas evaginaciones en forma globular (blebs, burbujas), 
mientras que un pequeiio nirmero presentaban una importante reduccion del volumen 
celular. Los nucleos de las celulas no viables (nucleos rojos en la Fig. 3.3D) mostraron 
condensacicjn de la cromatina y en algunos caws fkagmentacion nuclear. En contraste, 
las celulas en 10s cultivos tratados con vehiculo (Fig. 3.3A y Fig. 3.4A) mostraron una 
forma poligonal a redondeada sin tincion nuclear sigdicativa (Fig. 3.3B). 
. .  . . ., Figura 33. E fecto del ueroxmrtnto v db, sobre dulas PC12 taiiidas ~~~~~~~~~ente 
coa f l u o h  di acetat0 e vodm de D-. Micdbbgdias tcipograficas -do las dlulas 
viables, tdiidas coo fluorestxina di acstato (A, C, E) o 10s n u c h  de las dlulas no viables que 
perdieron la intepidad de membrana (B, D, F), 24 h despuk de la exposicidin a vehiculo de NaOH 
10 ph4 ( A y B) o peroxinitrito 1mM (C y D) por 5 minutos en PBS 50 mM, corno se indica en 
materiales y m t k h ,  o sometidas a privacih de suaro y firctores trscos por 24 horas (E y F). En 10s 
tres casos se trata del mismo camp0 fotografirdo para las dos fluorescencias. Barn de escala = 40 pn. 
ioe rnorfb16gicos estimulados pox d ~ o x m m  v . .  . Figura 3.4. Camb la ~riwcih de fhctores W c o s  en 
s PC12. Micraografias de dlulas Midas con fluorescema diacetato. La wItivos fieran 
expwtos a vehicufo (A), peroxinitrito 0)) o inarbados par 24 horas ar. medo sin sum ni actores 
W c o s  (C). En los cultivos tratados con peraKnrnWo . .  . o privados de fhctores trirfiws se observa la 
aparicih de cildas con burbujas en la membmm plasmhtica (flechas). Barra de escala = 40p.M. 
Debido a que 10s cambios morfol6gicos mostrados por las celulas tratadas con 
peroxinitrito fueron altamente sugestivos de una estimulacion de la muerte por 
mecanismos apoptoticos (Kerr y Harmon, 199 1; Clarke, 1990; Kerr y col., 1972) y no 
disponiendo de descripciones morfologicas adecuadas de la apoptosis en esta linea 
celular, la tincibn simulffiea con FDA-YP fue realizada en cultivos privados de suero 
por 24 hr., una condicion que induce la muerte por mecanisnos apoptoticos en cklulas 
PC12 (Batistatou y Greene, 1991; 1993; Rukenstein y col., 1991). En estas 
condiciones las cClulas viables mostraron alteraciones morfologicas sirnilares a las 
descriptas para el peroxinitrito (cdlulas redondeadas con burbujas en la membrana y en 
dgunos casos dismhuci6n del volumen celular, Fig. 3.3E y Fig. 3.4C), si bien la 
poblacion no h e  morfol6gicamente tan homoghea como en el caso del peroxinitrito. 
Los nucleos de las celulas no viables tambih mostraron condensacion de la cromatina 
y en algunos casos fiagmentacion nuclear (Fig. 3.3F). Estos resultados sugirieron que 
el proceso de muerte desencadenado por el peroxinitrito era el mismo que se 
desencadenaba por privation de un adecuado entorno trofico, es decir que el 
peroxinitrito a bajas concentraciones (S 1mM) podria desencadenar la apoptosis en 
celulas PC12. Por el contrario, altas concentraciones de peroxinitrito (2 2 mM) 
aplicadas por 5 min. a cultivos de celulas PC12 indujo un daiio necr6tico extensive de 
las celulas caracterizado por una aguda hinchazon celular y lisis que pudo ser 
observado pocos minutos despues del tratamiento. 
4.1.4 DEMOSTRACI~N IN SITU DE LA FRAGMENTACION APOPTOTICA 
DEL ADN. 
Para determinar m k  especificamente si dosis subnecroticas de peroxinitrito podian 
inducir la apoptosis en cClulas PC12,los cultivos fueron fijados a diferentes tiempos 
despuks de la exposicibn al oxidante y procesados con el metodo de TUNEL, que 
permite el marcado especifico de altas concentraciones de extremos 3'-OH libres del 
ADN en cWas  apoptoticas (Gavrieli y col., 1992). En esas condiciones 
experimentales no se encontr6 marcaci6n hasta 4 hr despues de la exposicion al 
peroxinitrito (ImM, 5 min.). Sin embargo, se encontro un niunero creciente de ce1ulas 
apoptoticas en cultivos incubados por 7 y 24 horas despuks del tratamiento con 
peroxinitrito (Fig. 3.5B). Siete horas despues del tratamiento con peroxinitrito se 
observo la aparicion de celulas redondeadas con intensa marcacion nuclear (46,3 A 
5,3%), encogimiento del citoplasma y bordes de membrana irregulares (Fig. 3.5B y 3.6 
A). La privacion de suero tambib indujo la fiagmentacion apoptotica del ADN en el 
23,6 k 1,2 de las celulas, despuis de 7 hr., de manera similar a la descripta para el 
peroxinitrito (Fig. 3.5C y 3.6 B). En 10s cultivos control no se encontro un niunero 
significative de celulas positivamente marcadas (0,2 k 0,1%; Fig. 3.5A). 
El acido aurintricarbo~co (ATA) es un compuesto que inhibe la activation de las 
endonucleasas durante la apoptosis (Batistatou y Greene, 1991). Cuando el ATA (sal 
de amonio, 2 5 w  fbe agregado a cultivos de c ~ l d a s  PC 12 junto con el medio fiesco, 
inmediatamate despuCs de la exposicion al peroxinitrito, previno la tincion de 10s 
nucleos por el metodo de TUNEL. A d d ,  el ATA revirtio parcialmente la apoptosis 
en ckldas PC12 expuestas a peroxinitrito (Tabla 3.III). Un resultado similar se obtuvo 
con el agregado 8-(4-clorofeni1tio)adeno~ mono fosfato (CTP-AMPc; 100pM; 
Tabla 3.III), un anhlogo no metabolizable del AMPc que previene la apoptosis 
inducida por privacion de suero (Rukenstein y col., 1991). 
TABLA3.IIL Reversicin por ATA y CTP-AMPc de la apoptosis inducida por 
perorinitrito en cultivos de c~u las  PC12. 
~ratamiento* % de viabilidad** n 
Control 98,56 A 2,18 11 
Peroxinitrito + ATA (25p.M) 
Peroxinitrito + CTP-AMPc (1OOpM) 91,29 A 7 , ~ '  12 
' h d t i v ~ ~ f u e r o n ~ a t p e r o ~ t r i t o c o l w , f r a e d e s c i p r o e n ~ e s y ~ , p e n , e l ~ ~ ~ y e l  
CI'P-AMPc fhmn agregados at medio & dtivo una vez ilnabdo el tratamehto con peroxinitrito." la 
viabiIidadfuedeterminada24 hrdepslaesporelm&do&laFDA-YP. Losvalotes representanla media* 
desvio esthdar &I nhero  & mediciones indid (n) pnmientes & cuantro indepdentes 
realizaQs por triplicad~.~ signifcathamate te &I control (~4,0001); signiscathmente diferente 
&I peroxinitrito @<O,oOol) 
Figura 3.5. Demostraciim m situ de la frapmtaciim de ADN mducida por el m o x i u ~  v la 
privaciim de suero. Los cuhvos heran fijadoa 7 horas despu6 de 10s tratamientos. A: cultivos 
expuestos a whiculo; B: cultivos expuestos a peroxiddo 1 mM; C: celulas mcubadas en ausencia de 
suero. Las fl& maram Glulas apoptirticas. Barra de escala 40 pn. 
- (I' 
Figura 3.6. Mo&l&a de las dlulas con el ADN haneatado. Los cultivos fuerm expuestos a 
peroxinitrito (A) o incubados en ausacia de suero (B), como h e  descripto ea la Figura 3.5. Notese la 
disminucib del tamaiio wlular, la perdida de doplasma, la pmwmcia de bordes lrregulares y la grim 
candensacih de la cromatina en las &lulas con 10s nucleos rnarcados por el m&odo del TUNEL 
(flechas grandes). Algunas de las dlulas mostnuan burbujas de mmbrana (flechas pequeiias). Barra de 
escala = 40 pm. 
4.1.5 DEMOSTRACI~N DE LA ESTIMULACION DE LA 
FRAGMENTACION INTERNUCLEOSOMAL DEL ADN POR 
PEROXINITRTTO. 
A fin de obtener una conoboracion final de las observaciones realizadas en cultivos 
tratados con peroxinitrito y tefiidos con FDA-YP y de 10s resultados obtenidos a travks 
del uso del mktodo de TUNEL, cilulas PC12 en suspencion fueron expuestas a 1 mM 
de peroxinitrito y plaqueadas en medio complete. Siete horn despues del tratamiento, 
las c61ulas fueron resuspendidas y el ADN extraido y comdo en geles de agarosa 
mostrando el patron de degradacibn en fiagmentos midtiplos de aproximadamente 200 
pb, tipico de la apoptosis (Fig. 3.7A). Cultivos paralelos heron incubados en 
condiciones de privation de suero como control positivo y expuestos a vehiculo como 
control negativo (Fig. 3.7A). 
Figura 3.7. Demostraci6n de la hgmentacib intrenucleosornal del ADN estimulada Dor ~eroxinitrito Y
privacibn de suero. A) Ceulas PC12 en s u p c i h  firno11 m e s t a s  a1 vehiculo (Linea 2), 1 m M  de 
peroxinitrito ( h e a  3) o mcubadas por 7 horas sin sum (linea 4). El umtrol no mostro degradaciirn del 
ADN (linea I), mientras que 10s grupos de per- . .  . y privaciim de suero (lineas 2 y 3 
respecbvamente) mostraron clegradacih del ADN en bandas cuyo peso molecular correspcmdio a 
multiples de - 200 pb que corresponde a1 patrb tipico de la apqptosis. La linea 1 wrreponde a1 ADN 
del fago X cortado con Hind III. B) Suspencimes de dlulas PC12 fberon expuestas a difbmks 
. .  . 
~(11ce,ntraciones de peroxinitrito o a sus productos de degradacih. El peroxmrttrto agregado a una 
umcantraciim de 0,5 mM &ea 3) estimulo la fiagmmtacibn intemucleosomal del DNA, miahas que 
una u m m c i h  de 3 mM (linea 5) produjo un W o  masiw e inespecifico, tipico de la necrosis, que 
aparece como un "chorreado" en el gel. El agregado de ordem inverso de ambas cancentracicmes (0,5 
mM, linea 2; 3 mM, linea 5) no mostro efectos importants. La linea 1 c o v d e  a1 estandar de peso 
moleculer con bandas cada 100 pb. El ADN proasado wmo se indica en Materiales y Mdtodos. 
En otro experiment0 las celulas fueron expuestas a 0,5 m M  o 3 mM de peroxinitrito o 
a 10s productos de degradacion correspondientes a esas concentraciones En estas 
condiciones se observb que el agregado de orden reverso no estimula la degradacion 
del ADN (Fig. 3.7B, lineas 2 y 4 respectivamente), mientras que la menor 
concentracion de peroxinitrito estimula de degradacion internucleosomal del ADN que 
resulta en la aparicion de un patron de bandas en escalera, donde las bandas son 
mdtiplos de aproximadamente 200 pb (Fig. 3.7I3, linea 3). Por otra parte, la 
exposicion de las celulas a una concentraci6n de peroxinitrito de 3 mM produce una 
depdacion inespecifica del ADN que se vizualiza en 10s geles como un "choneado" 
caracterisitico de la necrosis (Fig. 3.7B, linea 5). En concordancia con las 
observaciones realizadas con el metodo de TUNEL, cuando el ADN de celulas, 
incubadas por menos de 3-4 hr despuks de la exposicion a 0,5 mM de peroxinitrito, fue 
analizado en geles de agarosa, no se encontro degradacion, indicando que la 
degradacion de 10s cromosomas es un proceso secundario estimulado por el oxidante y 
no un daiio inespecifico inducido por el peroxinitxito. 
4.1.6 EFECTO DE LA PRIVACI~N DE SUER0 SOBRE LA INDUCCION DE 
LA APOPTOSIS POR PEROXDUTRITO. 
Debido a las similitudes encontradas entre la estimuIaci6n de la muerte celular por 
peroxinitrito y la privacion de suero, se investigo 10s efectos sobre la viabilidad celular 
de la exposicion al peroxinitrito seguida por una incubacion en medio sin suero. La 
incubacion en medio sin suero despues de la exposicion al peroxinitrito no potencio la 
muerte celular estimulada por el oxidante, no encontrhdose diferencias sigruficativas 
entre la privacion de suero, la exposicion a1 peroxinitrito y la suma de ambos estimulos 
(Tabla 3.IV). La falta de aditividad de 10s efectos del peroxinitxito y la privacih de 
suero sugiere que ambos estimulos estarian actuando sobre una misma poblacion de 
celulas susceptibles, activando el mismo programa de suicidio celular, tal como 
sugerian 10s resultados mostrados anterioromente. 
TABLA 3.IV. La Exposicibn a1 Peroxinitrito no Potencia d Efecto de la IncubacMn en 
Condiciones de Ausencia de Suero. 
~ratamiento* % de viabilidad** n 
Control 99,11 k 0,88 12 
Peroxinitrito (1mM) 
Medio sin suero 
Peroxinitrito + medio sin suer0 68,70 k 1 1,28" 13 
Los cultivos fueron lavados para la eqosici6n a1 pen,etrito anno fue e p t o  en Matexiales y M W ,  
pen, 10s gnrpos medio sin suen, y peroxinitrim + medio sin suer0 Aesples del tratamiento se incubo en medio 
RPMI 1640sinsup1ementodesuer0. " l a ~ d a d f u e d c t e r m i n a d a p o r e l ~ d e l a ~ D ~ - Y P c o r n o f u e  
descripto en Mataiales y Mbdos. Los valores npsentan la media i desvio esthdax del niunero de 
mediciones indicado (n) prwenicntes de cuatro eqehentos indqmdientes tealizaQs por a1 menos pot 
triplicado.' significativamente difkrente del control (p<0,0001). 
4.1.7 DETERMINACI~N DE LA PRESENCIA DE INMUNOREACTIVIDAD 
DE NITROTIROSINA EN CELULAS PC12 TRATADAS CON 
PEROXINITRITOc 
A fin de determinar la nitracion de residuos de tirosina en cultivos, celdas PC12 
fueron expuestas a peroxinitrito y la nitracibn fie visualizada utilizando un anticuerpo 
monoclonal anti-nitrotirosina (Beckman y col., 1994). En estas condiciones se observo 
una intensa iamunoreactividad limitada a cklulas pequeilas y redondeadas, que en la 
mayor parte de 10s casos colocaliza con la marcacion de 10s nucleos apoptoticos con el 
metodo de TUNEL (Fig.3.8). No se observo union del anticuerpo en cultivos 
controles. En la mayor parte de 10s casos la marcacion parece estar limitada a1 
citoplasma con escasa o ninguna marcacion nuclear. La inmmoreactividad fie 
bloqueada por la co-incubation del anticuerpo con 5 m .  de nitrotirosina, indicando 
que el reconocimiento es especifico. La detecci6n de inmmoreactividad 24 hr. despuds 
de la exposicion a1 peroxinitrito sugiere que las modificaciones que este produce 
perduran en el tiempo, siendo esta una de las condiciones necesarias para explicar la 
capacidad del peroxinitrito, de desencadeaaf efectos varias horas despues, a pesar de 
que su concentracibn disminuye a valores inocuos pocos segundos despues del 
tratamiento. 
. . .  Figura 3.8. La inrnuno reactividad de colocaliza con la marcaciirn de la fmmmtaciin del 
m. Cultivos de dlulas PC12 b r a n  expumbs a vehiculo (A) o a 1 mM de peroxinhito (B). 
Veinticuatm horas despuk del tratamimto los cultivos &wan fijados y procesados para el m6todo de 
TUNEL. Inmediatamente despub se realizo la hubaciim can el anticuerpo anti-nitrotirosina. Natese 
que el tmtmiento can peroxinitrito estimula la Pplrieiin & inmunoreactividad de drdirosina (flechas) 
en dlulas pequdas y redon- que tambiin prssartan h ~ c i i n  del ADN. Barra de escala = 
40 tun. 
. ., . . Figura 3.9. Nhracih de ~roteinrs de cdlulas PC12 al pr-o. Cinw minutos @b 
de la emposicih de suspencimes de &h&s PC12 fieran cnrpuestas a vehiculo, agregado de o h  
inverso corrtqmndiente a 1 mM o dihmtes ctmcmtracbes de peroxbbito, las proteinas tds 
extraidas y procesadas para inmuno blot cumo m mdica en Materials y M W .  Linea 1, v$liculo; 
hea 2, apegad0 de orden inverso; l h  3, perohhito 1 mM; linea 4, peroxinibrito 0,5 mM; linea 5, 
. .  . per- 0,l mM. 
A fin de determinu si la nitration de residuos tirosina es un proceso generabdo o 
por el contrario, si solo algunas proteinas suceptibles se nitran, lisados de cklulas PC12 
previamente expuestas al peroxinitrito fueron separados por SDS-PAGE, y la nitracion 
determinada por inmuno blot (Fig. 3.9). En estas condiciones se encontro que el 
anticuerpo solo reconoce alguuas bandas, que en algunos casos son muy minoritarias, 
y que hay una correspondencia entre la intensidad de las bandas y la concentration de 
peroxinitrito. Asi mismo, se determino la presencia de una banda inmmoreactiva a 
nitrotirosina en la muestra proveniente de las cblulas control. La especiticidad de la 
reaccion se ensay6 incubando el anticuerpo anti-nitrotirosina con 5m.M de nitrotirosina 
y por la reduccion de la nitrotirosina a aminotirosina con hcido hipocloroso 
(Beckmanu y col., 1993) previo a la realizacicin del inmuno blot en geles paralelos. 
4.1.8 LA PRIVACI~N DE ARGININA 0 LA EXPOSICION A INHIBIDORES 
DE LA NO SINTETASA NO PREVIENEN LA MUERTE INDUCIDA 
POR PRIVACI~N DE FACTORES TR~F'Icos. 
Muchos de 10s resultados obtenidos sugerian que la privation de factores troficos y el 
peroxinitrito podrian estimular la muerte de las celulas PC 12 por el mismo mecanisno. 
Ademk, ha sido reportado que la privation de las celuals PC12 de un entorno trofico 
adecuado conduce al estrCs oxidativo (Jackson y col., 1994; 1992; 1990a,b; Pan y 
Perez-Polo, 1993). En base a estas evidencias se postulo que en esas condiciones se 
podria estimular la produccion de %TO por la activation o sintesis de novo de la NO 
sintetasa, lo cual sumado al estres oxidativo produciria peroxinitrito como mediador en 
la induction de la apoptosis. Para mdizar esta hipotesis usamos dos aproximaciones: 
el cultivo de c61das PC12 en medio deficiente en a r w a  (que es el sustrato de la NO 
sintetasa) y la incubation en presencia de inhibidores de la enzima. En ninguna de las 
dos condiciones se encontraron cambios sigdicativos en la disminucion de la 
viabilidad celular inducida por privation de suero (Fig. 3.10 y Tabla 3.V). Por otra 
parte, cuando cultivos de cklulas PC12 incubados en ausencia o presencia de suero por 
24 hr. fueron procesados citoquimicamente para la visualization de la enzima NADPH 
diaforasa (la que es un muy buen marcador de la NO sint- Hope y col., 1991) no 
se encontro marcacion especcifia, indicando que la enzima no esth p r e e  en las 
ctlulas al menos en cantidades detectables por esta tecnica. 
TABLA 3.V. Efecto del Tratamiento con Inhibidores de la NO Sintetasa sobre la 
Disminucihn de la Vibilidad de C&ulas PC12 Inducida por Privaci6n de 
Factores Tr6ficos. 
100 
~ratamiento* % de viabilidad*. n 
Medio sin suer0 59,8 A 14,8' 19 
NGF (1 OOngfml) 92,O k 16,gb 15 
NOARG (10OCIM) 61,3 3,8' 19 
NAME (100CIM) 53,7 A 2,8' 8 
' ~ a s d u l a s ~ n ~ s p a r a l a ~ 6 n e n ~ c i o n e s d e ~ c i a & s u e r o y p l a q u e a d a s c o m o s e  
indicaenMatedesyMetodos. " l a ~ d a d f u e d c t e r m i n a d a 2 4 h o r a s ~ p o r e l m ~ d e d e l a  
reducci6n &l MlT y posterior cuantificaci6n -metria Los valores representan la media * &svio 
esthiar del niunero & mediciones indica& (n) powmientes & a1 menos dos ' in&pendientes 
rralirams por cuadruplicado. ' si@cathmente diQcmc & NGF @<o,OOO1); b= d i k m t e  
& medio sin suer0 @<0,0001) 
u 
u3 75 0 
Estos resultados indican que la estimulacion de la apoptosis en cultivos de celulas 
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PC12 por privacion de un entorno tr6fico adecuado, si bien ha sido demostrado que 
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Figura 3.10. Etedo de la kxbaa6n ds 6 uniDI sob= la muerte & dtivos de c(1ulas PC12 
estimulada mr deprivaci6n de fh.fbtores tr6ficg. Cultivos & 41ulas PC12 fberan mcubados por 
24 horas en medio sm men, y can las concmtmcianes mdicadas & arginina. La viabilidad fbe 
determinada por el m&do &l MTT. Control con suero y arginina; 0 arginina. L a  valores 
representan la media + el desvio estaudar de 8 medicioaes obtmidas de 2 experhmtm 
mdependiedes realizados por cuadruplicado. Todos 10s valores & la arginiua son 
sipficativamente &nates del control @<0,001). No hay m c i a s  smcat ivas  eatre las 
&rentes cancentracianes & argiuiM. 
o m e  por mecanisnos que serian sirnilares a 10s empleados por el peroxinitrito, no es 
mediada por la sintesis de 'NO y por lo tanto el peroxinitrito no estaria involucrado. 
Por otra parte, recientemente ha sido demostrado que la NOS esta ausente en las 
celulas PC12 y que se induce despues de varios dias de incubation con NGF (Peunova 
y Enikolopov, 1995). 
Como hemos visto, la privation de factores trbficos y el peroxinitrito parecen activar el 
mismo mecanismo de estimulacibn de la muerte celular y habiendo descartado la 
posibilidad que las cdlulas PC12 prodman peroxinitrito. En este contexto, decidimos 
estudiar 10s efectos de diferentes factores trcificos sobre la toxicidad del peroxinitrito. 
A tal fin anidisis cuantitativos usando el ensayo de FDA-YP fueron usados para 
determinar el porcentaje de viabilidad en cultivos de c61ulas PC12 mantenidas por 24 
horas en condiciones experimentales defkidas (Tabla 3 .M y Fig. 3.1 1). La viabilidad 
de cultivos mantenidos en condiciones normales de suer0 disminuyo del 98.6% al 
62.1% como resultado del tratamiento con peroxinitrito (1 mM). La preincubacion 
durante 2 hr. de 10s cultivos de cklulas PC12 con NGF (50 ng/ml) o insulina (5pg/ml) 
produjo una proteccion casi completa contra la apoptosis inducida por peroxinitrito, 
mientras que el EGF (40 nghnl) mostro un pequeilo, aunque no sigruficativo, efecto 
protector. Por el contrario, el pretratamiento con FGF-2 (50 nghnl) increments 
ckamhticamente la muerte celular inducida por peroxinitrito, disminuyendo la 
viabilidad a un 36,4%. El FGF-1 (50 ng/ml) d o  no time efecto sobre la toxicidad del 
peroxinitrito, sin embargo, en presencia de heparina (50UIml) el FGF-1 potencia el 
efecto del peroxinitrito dimhuyendo la viabilidad a un 27,1% (Tabla 3.VI). Este 
efecto es consistente con el hecho que la heparina estabiliza la estructura del FGF-1 y 
potencia sus efectos biologicos mediados por la union al receptor (Imamura y col., 
1995). La concentration de NGF necesaria para una completa proteccibn fue suficiente 
para activar tanto el receptor de alta como de baja afinidad (Sum y col., 1979); sin 
embargo, una proteccibn sigdicativa se alcanza con menores concentraciones de NGF 
(Fig. 3.11) que sblo pueden activar el receptor de alta dinidad. 
TABLA 3.W. Efecto del Peroxinitrito sobre la Viabilidad de Cultivos de CBulas PC12 
Preincubados con Factores Tdficos. 
~ratamiento* % de viabilidade* n 
Control 98,64 * 1,32 22 
Peroxinitrito (1mM) 62,14 * 12,34. 24 
NGF (1 00ng/ml) + Peroxinitito 97,94 * 2,l ob 25 
Znsulina (5pg/ml) + Peroxinitrito 94,52 A 33,43b 18 
EGF (40ng/ml) + Peroxinitrito 71,91 k 7,93" 14 
FGF2 (50ng/ml) + Peroxinitrito 36,37k 8,07& 13 
FGFl (50ngfml) + Heparina 5000U/ml+ Peroxinitrito 27,12 11,29* 13 
FGFl + Peroxinitrito 71,31 5,30a 13 
Los cultivos fknm preincubados por dos horas con los diferentes fhctores tnjficos, agregaQs dhctamente 
al medio condicionado, y luego lavados para la exposici6n al pxinitrito como fue descipto en Matehles y 
Mdtodos, pen, 10s htores tr6ficos fueron agregados a la soluci6n salina de forma que &eran presentes 
&rank el tratamiento con el agente oxidante.** la vialdidad fue ckmirmh por el m&& de la FDA-YP 
como fue descripto en Materiales y Mdtodos. Los valores repmentan la media desvio edndar del nhnero 
& mediciones i n d i d  (n) provenientes & al menos cinco e-s indepemdientes realizados por 
tripli&.'signiScativamente diferente del control @<0,0001); bsigruScativamente diferente del 
peroxinitrito (p<O,oOol). 
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Figura 3.1 1 . 1  
por la exoos . .  . icib a1 ueroxmxtnb. Cultivos de &lulas PC12 premcubados por 2 hr con 
. .  . 
cancentracianes crecieates de NGF heron expuestos a 1 mM de p e r o w  por 5 minutes e 
mcubados en medio wmpleto por 24 hr. La viabilidad celular fie evaluada por la tincib 
simulthea con FDA-YP. Los valores represeutan la media + el demio ests'mdar de a1 menos 8 
valores obtenidos de tres ex.primmt~~ indepmdientes realizados por triplicado. La reversib es 
sipficativa a valores mayores de 100 pglml (p<0,001) 
> 
Cuando 10s cultivos de celulas PC12 fueron tratados con insulina (5pg/ml) despues de 
la exposicion al peroxinitrito, se verifico una proteccion similar a la ejercida por la 
preincubacibn (Tabla 3.W). Sin embargo, la incubacion de 10s cultivos con NGF (100 
nglml) despues de la exposicion al oxidante potencio el efecto sobre la disminucion de 
la viabilidad celular (Tabla 3 .VII) mientras que el EGF, FGF- 1 con heparina y el FGF- 
2 a las concentraciones usadas anteriormente no mostraron ningiin efecto sobre la 
disminucion de la viabilidad celular inducida por peroxinitrito (Tabla 3.W). 
TABLA 3 . m  Efedo de 10s Factores Thfrcos sobre la Viabilidad de Cultivos de 
Cdulas PC12 Expuestos al Pemhitrito. 
~ratamiento* % de viabilidadz* n 
Control 97,72 k 2,05 8 
Peroxinitrito (lmM) 
Peroxinitrito + NGF (1 OOng/ml) 
Peroxinitrito Insulina + (5pg/ml) 
Peroxinitrito EGF + (40ngfml) 
Peroxinitrito FGF2 + (50ng/ml) 
Peroxinitrito FGFl + (50nglml) + Heparina 50UId 
Peroxinitrito + FGFl 
Los c u l h  fueron expuestos al peroxinitrim como fue &scipto en Mamiales y Mtodos, pero 10s ktores 
tr&icos h n  agregados al medio de cultivo una VQ hdizado el tratmeinto con peroxhitrito."la 
viabilidad fue detenninada por el meLoQ de la FDA-YP como fue W p t o  en Matedales y Mdtock. LQS 
valores xpmemtan la media i &svio estandat del n\imcro & mediciones indicado (n) pmvenientes & tres 
Mependientes rdbdos por tripIica&.' sigmfidwmente diferente del control @<0,0001); r- dikente del peroxinitxito (p<o,Ol) 
Colectivamente estos resultados implican un papel para la union a 10s receptores asi 
como respuestas que involucran a 10s mecanismos de transduccibn de seiiales en la 
regulaci6n dif'erencial por 10s Nerentes factores trbficos de la apoptosis inducida por 
peroxinitrito 
4.2 PARTICIPACI~N DEL ~ M D O  N~TRICO Y LAS ESPECUES 
REACTWAS DEL O&ENO EN LA ESTIMULACI~N DE LA 
MUERTE DE LAS MOTONEURONAS EN CULTIVO. 
Recientemente ha sido reportado que como consecuencia del daiio a nervios o de 
inflamaci6n se induce la sintesis de novo de la forma nemnal de la enzima de sintesis 
del oxido nitric0 en la medula espinal (Verge y col., 1992; Solodkin y col., 1992) y 
mhs especificamente en las motonemonas (Wy 1993; Wu y col., 1994). Ademis, el 
tratamiento de 10s animates con inhibidores de la NOS despues de la seccion de la raiz 
ventral reduce la muerte de las motoneuronas (Wu y Li, 1992). Por otra parte, el tipo 
familiar de la esclerosis lateral amiotr6fica estA asociado con mutaciones de la enzima 
superoxido dismutasa, como fue discutido previamente. En este contexto, el objetivo 
de las investigaciones h e  det&ar la posible participacicin del peroxinitrito en la 
muerte de las motoneuronas inducida por privation de factores troficos. 
43.1 DETERMINACION DE LA INDUCCI~N DE LA APOPTOSIS POR 
PRIVACI~N DE FACTORES TR~F'ICOS EN LAS MOTONEURONAS 
EN CULTIVO. 
Las motonemonas obtenidas por centrifbgacion sobre un colchon de metrizamida 
seguido de la purification por inmuno-adad se anclaron a1 sustrato y emitieron 
neuritas dentro de las 4-5 horas siguientes a haber sido puestas en cultivo. A las 24 hr., 
10s cultivos estaban compuestos por una mayoria de celulas grandes (dihmetro del 
soma - 35 pm) multipolares con largas neuritas y p e s o s  procesos terminados en 
punta (Fig. 3.12A, Fig. 3.13A, C y E). La mayoria de las nemonas descriptas 
degeneran rapidamente cuando son cultimdas en ausencia de factores trbficos (Fig. 
3.12C, D y E). Ademis un 93-96 % de las neuronas se tifieron con anticuerpos contra 
la homeoproteina Islet-1 (Fig. 3.12B), uno de 10s marcadores mis tempranos de 
motonemonas (Ericson y col., 1992). Esparcidas en 10s cultivos tambib se encontro 
un limitado nhe ro  (4-6%) de neuronas pequeiias (dihmetro del soma - 18 pm) que 
mostraron ser dependientes de la presencia de factores troficos, pero que no 
presentaron marcacion para Islet-1, concordando con reportes previos de la 
composici6n y comportamiento celular de 10s cultivos (Henderson y col., 1993; 1994). 
Las cuantificaciones se realizaron considemmdo exclusivamente las neuronas gmdes, 
de acuerdo con reportes previos (Hendemon y col., 1991; 1994). 
Cultivos de motoneuronas mantenidos por 24 hr en condiciones de privacion de 
factores troficos heron procesados con la tecnica de TUNEL a fin de c o b a r  que la 
muerte time lugar por mecanismos apoptoticos. En estas condiciones, la totalidad de 
las cklulas pequeiias, redondeadas, sin neuritas y con bordes de membrana irregulares 
mostraron marcacion nuclear (Fig. 3.12D, Fig. 3.13F) que no es visible en las celulas 
con prolongaciones neun'ticas (Fig. 3.12C, Fig 3.13E). Ad mismo, alrededor de 
algunas de las cklulas con marcacion nuclear se pudo observar la presencia de detritos 
y restos de neuritis, con morfologia similar a 10s cuerpos apopt6ticos (Fig. 3.12E). 
Estos resultados confinnan la apoptosis como el mecanismo de la muerte, estimulada 
por la privacion de factores troficos, de las motonewonas en cultivo. 
4.2.2 LAS MOTONEURONAS EN CULTIVO EXPRESAN LA ENZIMA DE 
S&I"ESIS DEL 0 x 1 ~ 0  N ~ M c o .  
Para la forrnacion endogena del peroxinitrito son necesafias concentraciones de ?NO 
capaces de competir con la superoxido dismutasa por el radical supadxido. Por lo 
tanto, estudiamos si la enzima de sintesis del oxido nitric0 e d  presente en cultivos de 
motoneuronas, por medio de la reduction del NBT en presencia de NADPH por la 
actividad NADPH-diaforasa de la NOS. En estas condiciones, una importante 
proporci6n de las motoneuronas (1 DIV) cultivadas con o sin factores troficos 
mostraron reactividad positiva para la mzima (Fig. 3.13). Cultivos paralelos en 10s 
cuales se remplaz6 el NADPH por NADH no presentaron reactiviad, confirmando la 
especiflcidad del metodo empleado. Las cC1ulas que h o n  positivas para la NADPH- 
diaforasa tambien fueron inmunoreactivas para el Islet-1, confirmando que las celulas 
reactivas para la enzima eran motonewonas (Fig. 3.138). 
10s mecanis Figura 3.12. Caracterizazih de 10s cuitivos v & rnos de muerte de las matoneuronas en 
cuItiv~. Matoneuronas purificadas por antdkgacib sobre colchh de metrizamida e iumuno ahidad, 
fueran puestas en cultivo. Los cultivos fueran entmces fijados y la inmunoreactividad para Islet-1 (B) y 
la fiagmentacih nuclear (D) heron determinadas como se indica en Materiales y M6tudos. A-B y C-D 
san micro&ografias del rnismo campo en contraste de fases y campo claro respectivamente. En C y D 
las flechas grandes muestran un motoneurcma con largas neuritas y las flechas pequeiias una &lula 
apoptirtica. En E la flecha grande muestra ma tklula apaptidca y las flechas pequeiias detritos 
celulares, que podrian ser cuerpos apoptbticos. Barra de escala = 100 pm. 
Figura 3.13. Las mdaneurcmas ea cuhvo ewrsr~l la e n b  de sintesis del oxido nitrico. Cuhvos de 
mdaneuronas heron fijados la presencia de la actividad NADPH&fi,rasa fie demostrada por 
incubacih con NADPH y NBT camo he dam#o en M a t d e s  y M6tdos. A, C y E son 
microf&ografias de contraste de hses CO-& a l a  mismos campos que en B, D y F, 
reqectivameate, se muestran en fhdo claro. B y D sn pramcia de NT 415 y F en ausencia de fatores 
trirficos. B) doble marcacih con la c ~ u i m i c a  para NADPHdtahsa y anticuerpos anti-Islet-1 
(flechas); D) m&oneurcmas td idas  con la r e a d  inmunocitmphica para NADPH-diafbrasa. Nate 
que 10s nucleos no se Men. F) Cultivos Wida con la m i h  inmunocrtoquimica para NADPH- 
diafbrasa y el m&do del TUNEL (flecha). Barra de escala = 100 w. 
Cuando se realizo una marcacion simulthea con la reaccion citoquimica para la 
NADPH-diaforasa y el metodo de TUNEL no pudo encontrarse ninguna correlacion 
entre las cClulas que expresan la NOS y la fhgmentacii6a nuclear (Fig. 3.13 E y F), ya 
que la totalidad de las motoneuronas gnmdes muestran reaccion para la enzina. Estos 
redtados demuestran que en cultivo las motoneuronas expresan la NOS, 
independientemente de la presencia de factores troficos, si bien parece que estos 
iiltimos aumentan la intensidad de la reaccion para la enzima. 
43.3 PREVENCI~N DE LA APOPTOSIS INDUCIDA POR PRIVACI~N DE 
FACTORES TR~FICOS POR INHIBIDORES DE LA SINTETASA DEL 
6x1~0 N~TRICO. 
A fin de terminar la praticipacion del 6xido nitric0 en la induction de la apoptosis se 
estimulo la muerte de las motoneuronas en cultivo por privaci6n de factores troficos en 
presencia de inhibidores de la NOS. El tratamiento con 10s inhibidores competitivos de 
la NO sintetasa, nitro arginina metil Cster (NAME) y nitro arginina (NmG) previno 
parcialmente la muerte de las motoneuronas inducida por privation de factores troficos 
(Fig. 3.14), d e t d a d a  24 hr. despuuts del plaqueo, con un EC so de aproximadamente 
0,5 pM y 0,7 mM, respectivamente. Este efecto perduro por cuatro dias para el caso 
del NAME, con un patron de reversi6n temporal similar al mostrado por la exposicion 
a neurotrofina 415 (Fig. 3.15). Las diferencias en el ECS0 entre estos dos compuestos 
virtualmente idhticos puede deberse a que el NAME es msls permeable en las 
membranas biologicas que la NARG y puede ser acumulado intracelulaxmente en 
forma de NARG por la accion de esteras inespecificas intracelulares logrando altas 
concentraciones intracelulares. Por otra parte, la larga duracion del efecto protector del 
NAME puede deberse a que este compuesto presenta dos tipos de inbibicion sobre la 
NOS, la inhibicih de tip0 competitiva que se v d c a  inmediatamente despues del 
agregado y la inhibicion de tip0 no competitiva que time lugar con ma cinuttica mis 
lenta y a concentraciones mayores, aparentemente por inactivacih de la e m h a  (Rief 
y McCreedy, 1995). 
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Figura 3.14. Inhibidores de la enzima de sintesis de oxido nitric0 ~revienen la muerte de las 
motoneuronas en umdicianes de ~rivaciira de &ores trirficos. Los inhibidores de la NOS fieran 
agregados a1 medio de cultivo h m d h m a b  despuk de haber sido sembradas las dlulas. 
Veinticuatro horas despu6, la viabdidad se determino por el conteo de dlulas m neuritas de & de 
cuatro Wet ros  del soma de largo. La viabilidad se expresa como porcentaje del niunero de 
matoneurcmas presentes en 10s cultivos tratados cun 100 pglml. de neurotrofina 4/5 (0). La viabilidad 
de los cultivos an mdiciones cuntrol es mostrada a modo & &encia (0). A) cultivos expuesbs a 
nitroarghba ~netil &er (0). Los valores represeatan la media f el desvio estiudar de 6 valores 
obtmdos de 3 expe- mdepndientes realizados por duplicado. La reversiim fie sgdicat iva  a 
umcentraciones NAME stpiores a 0,l pM w0.001); B) Cultivos expuestos a nitroa@ha (A). Los 
valores repmeatan la media f el desvio esthdar de 4 valores obtenidos de 2 experimentos 
mdependientes reahados por duplicado. La r e m i i n  fue s@cativa para umceutraciones de NARG 
mayores a 1 rnM w0.02). 
TABLA 3.VIIL Reversion del Efecto Protector de la NAME por LAginina 
NAME (100pM) 
NAME + Larghh (2mM) 
NAME + D-arginina (2mM) 
D-arginina (2mM) 64,2 A 13,9* 4 
Las adicionts fueron realLadas al  momento del plaque0 y la viabilidad determinada 24 hrs. &sp& como 
fue &scipto en Memiales y Mdtodos. " ~a viabilidad fae calculada respecto a1 mimen, & moton~uonas 
presentes en el grupo NT4/5 que es tomado como el lW!. La valvalons qmsmtan la media rt &svio &dar 
del nbem & mediciones indido (n) provenieata & &s exphmtos  independentes realizados por 
c?uplicado. 'sigdicativamente Mbrente del control @4),001); significdvamente diferente &I control 
@<0,01); O significativamente diferente de BIT415 @<0,001); sigdcativamente diferente & BIT415 
(p<O,Ol); " sigdicativamente diferente & NAME @<0,001) 
A fin de determinar la especificidad en la prevencibn de la estimulacicjn de la muerte 
de las motoneuronas en condiciones de privacibn de factores troficos por el NAME, se 
estudi6 la capacidad de la L- y D-arginina de revertir el efecto del inhibidor (Tabla 
3.MII). La exposicion simulthea de 10s cultivos de motoneuronas a NAME y L- 
arginina result0 en una reversion parcial del efecto protector del inhibidor de la NOS 
sobre la muerte inducida por privation de factores troficos. La D-arginina no solo no 
tuvo efecto sobre la proteccion ejercida por el NAME sino que present6 un efecto 
protector per se, probablemente debido a la competencia por la captacion con la L- 
arginina. Estos resultados indican que la neuroproteccion que mostro el NAME sobre 
la induction de la apoptosis es debida a un efecto especifico, seguramente por 
inhibition de la e m h a  de sintesis del 6xido nitrico. 
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Figura 3.15. Curso temDoral de la reversiCm de la muerte d e b  matoneuronas por la incubacibn 
con nitroaminha metil ester. Los agregados de NAME (100 fl; 0), neurutroha 415 (100 
pglml.; 0) y de veiculo, en los culhvos umtrol (El), fireron realizados inmedhtamente despu6 de 
la siembra de las motoneuronas. La viabilidad h e  &rmiuada por cateo direct0 de todas las 
matoneuronas que presentaban neuritas de m(rs de cuatro dhetros  del soma en un camp0 
i M a d o  del disco de cuhivo a los tiempos mdicados y qresada como porcentaje del n b r o  
de dlulas que esaban adheridas a1 sustrato 4 horas despu6 de la simbra de las dlulas. Los 
valores rep- la media f el desvio es&andar de 6 mediciones obtenidas de 3 experimentos 
mdependieates realizados por duplicado. Hasta el dia 4, la viabilidad de 10s cuhivos expuestos a1 
NAME es s~ca l ivamen te  mayor que la delos cuhivos control @<0,0001). 
43.4 EFECTO DEL TRATAMIENTO CON AGENTES ANTIOXIDANTES 
SOBRE LA APOPTOSIS EN CULTIVOS DE MOTONEURONAS. 
Como ya h e  establecido auteriormente, la formacibn del peroxinitrito requiere de 
presencia simultanea de hido nitric0 y radical soperoxido. Por lo tanto, se investigo el 
efecto de dos compuestos antioxidantes sobre la estimulacion de la apoptosis por 
privation de factores troficos en cultivos de motoneuronas (Tabla 3.IX). Ni el glutation 
ni la N-acetilcisteina produjeron cambios en la viabilidad de 10s cultivos respecto de 
10s controles, en dos experimentos independientes. 
TABLA 3.M. Efecto del Tratamiento con Anti- Oxidantes sobre la Disminuci6n de la 
Viabilidad de las Motoneuronas Inducida por Privacihn de Fatores 
~ratamiento* % de viabidad** n 
Control 37,6 f 4,8 4 
NAME (100 CLM) 
Glutation (5 mM) 
N-acd-cisteina (100 CLM) 35,4 f 4.8 4 
Los tratmientos fueron realizados en el momcnto de sembrar las motoneuronas. ** La viabilidad fire 
deterrninada 24hrs. despuds &I tratamiento por conteo & motonewonas, wmo fire eqeaficado en Materides 
y Mdtdm. h valores son expmabs como porcentaje del numero & motonemnas en los cultivo trataQs 
con NT 415 y repmentan la media i el desvio estandar del numen, & demmhcioraes indicado (n) 
provenientes & 2 experimentos independientes nalizaQs por Caupiicado. "si@cativamente diferente &I 
control @<0,01) 
4.3 ESTIMULACI~N DE LA MUERTE DE MOTONEURONAS 
ESPINAES DE EMBRIONES DE RATA POR LA EXPOSICION A 
AMINO ACIDOS EXCITATOAUOS. 
Una gran cantidad de evidencia experimental ha sido acumulada implicando a la 
excitotoxicidad en la patoginesis de una variedad de enfamedades neurodegenerativas 
(Olney, 1989; Flint Beal, 1992; Lipton y Rosenberg, 1994). Asi mismo, se ha 
encontrado que 10s efectos toxicos del neurotransmisor excitatorio glutamato pueden 
ser mediados, al menos en parte, por la estimulacion del estrds oxidativo y la 
activation de la enzima de sintesis del 6xido nitric0 (Cazevieille y col., 1993; Lipton y 
col., 1993; Lafon-Cazal y col., 1993; Dawson y col., 1991b). Asi mismo, ha sido 
demostrado que 10s amino acidos excitatorios estimulan 10s mecanismos de la 
apoptosis en modelos de neuronas en cultivo (Kure y col., 1991). Sin embargo, pesar 
de la evidencia reunida acerca de la estimulacion de la muerte de las motoneuronas por 
la sobreestimulacion de 10s receptores para 10s amino acidos excitatorios (Rothstein y 
col., 1993; Couratier y col., 1993; Mentis y col., 1993; Krieger y col., 1993; Lipton y 
Rosemberg, 1994; Wells y col., 1994; Stone, 1993; Regan y Choi, 1991), no se ha 
realizado ningin estudio a nivel celular. En este contexto, se estudiaron 10s efectos 
excitot6xicos del acido gluthnico y agonistas especificos de 10s receptores para amino 
acidos excitatorios, sobre la viabilidad de cultivos enriquecidos en motoneuronas por 
centrifugacion sobre un colchon de m etizamida. 
43.1 EFECTOS EXCITOT~XICOS DE LOS AMINO ACIDOS 
EXCITATORIOS SOBRE MOTONEURONAS EN CULTNO. 
Los cultivos enriquecidos en motoneuronas mantenidos por 24-48 hr. en presencia de 
extract0 muscular e d n  compuestos por neuronas (20-35p) con neuritas 
relativamente largas, agrupadas alrededor de celulas glides que aparecen dispersas en 
el cultivo (Fig. 3.16A y B). Las cdlulas glides representan 5-10% del n h e r o  total de 
celulas y el 70-80% de las celulas presenta inmunoreactividad positiva para CGRP, un 
marcador especificos de motoneuronas (Juurlink y col., 1990). De acuerdo con 
reportes previos mostrando la dependencia de 10s cultivos de motoneuronas de 10s 
factores troficos presentes en el extract0 muscular (Arakawa y col., 1990; Bloch- 
Gallego y col., 199 1; Schnaar y Sch&er, 198 1; Henderson y col., 1983;1993) y 10s 
resultados mostrados anteriormente, se encontro que las cklulas degeneraban 
rapidamente en ausencia de extract0 muscular. 
La exposicion de 10s cultivos de motoneuronas (1 &a in vitro, DIV) durante 30 
minutos en HBSS (Tabla 2.X) result6 en una moderada, per0 sigdcativa, 
disminucion de la viabilidad celular que en ningirn caso super0 el 300/0 (Tabla 3.X), 
cuando fue evaluada 24 hr. despuds por la reduccion mitocondrial del MTT y 
cuantificada por conteo de cClulas y espectrofotom~camente. Este resultado es muy 
diferente de 10s reportados en otros modelos de neuronas en cultivo donde un 
tratamiento similar conduce a la muerte de miis del80% de las neuronas (Choi y col., 
1987; Regan y Choi, 1991; Wells y col., 1994). Por otra parte la observation 
microscopica de 10s cultivos no mostr6 10s cambios morfologicos caracteristicos de la 
excitotoxicidad aguda, tales como hinchazon celular (Rothmau., 1985; Choi y col., 
1987; Regan y Choi, 1991). Este resultado sugiere que 10s mecanismos de 
excitotoxicidad aguda pueden no ser importantes en la neurotoxicidad que el glutamato 
ejerce sobre las motoneuronas. 
TABLA 3 X  Disminuci6n de la Viabilidad de las Motoneuronas en Cultivo por 
Incubaciones Cortas con Amino4cidos Excitatorios. 
 rat amiento* % de viabilidada* n 
Control 100,O * 3,5 8 
Glutamato (1 mM) 
NMDA (100p.M) 
* Los cultivos heron expu&os a los diferentes esdmulos por 30 min. a temperatm ambiente, cow, fue 
-cad0 en Mamiales y Mdtodos. .* La viabilidad fue derminada 24 hrs. desples del tratarniento por el 
m&xb del m. La viabiliad fue calculada respecto de 10s cullivos control, 10s cuales fuwon tomados como 
el 100%. Los valores son la media * el &svio estbdar del n h e m  de determinaciones indicado (n) 
provenientes de tres experimentos independientes realizados por triplicado. a sigdicativamente diferente &l 
control @<0,001); b si@cahmente diferente del control @<0,05) 
43.2 EFECTOS T~XICOS DE TRATAMIENTOS PROLONGADOS CON 
GLUTAMATO SOBRE LOS CULTIVOS DE MOTONEURONAS. 
El agregado de glutamato (600 yM) a1 medio condicionado result0 en una 
degeneracion nemnal generalizada que dl0 h e  aparente varias horas despds de 
comenzado el estimulo (Fig. 3.16C y D). A1 igual que con el tratamiento corto, no se 
observo hinchazon celular dentro de las 4 horas posteriores al tratamiento. Sin 
embargo, 24 hr. despues del estimulo, la mayoria de las neuronas fueron sustituidas 
por detritos celulares mientras que un proportion importante de celulas presentaban 
signos de degeneracion tales como cuerpos celulans oscuros y granulosos o lisis de las 
neuritas. Solo un pequeilo nhe ro  de neuronas no mostraron anormalidades 
morfol6gicas importantes. 
Experimentos cuantitativos utilizaado la tecnica del MTT muestran que la toxicidad 
del glutamato h e  dependiente de la concentracion del amino acid0 agregada al medio 
condicionado (ECSo - 300 @I; Fig. 3.17), es decir que la toxicidad aumento a medida 
que se increment6 la concentracion extracelular del glutamato. Sin embargo, la curva 
obtenida muestra una relacion no lineal entre ambas variables, como era de esperase 
por el estrecho rango de concentraciones usado. Asi, mientras que una concentracion 
de glutamato de 100 ph4 induce la muerte del43% delas c~lulas, concentraciones de 
200 y 400 @I no producen una muerte adicional sigdicativa (47 y 53% 
respectivamente). Por el contrario, concentraciones de 600 JM y 1 mM inducen una 
muerte neuronal mhs genemlhdq si bien no hay diferencias sigdicativas entre ellas 
(76 y 80% respectivamente, Fig. 3.17). 
............................................................ 
Figura 3.16. M i c m W m d h  de cultivos enrigwdos en rndmeurasm 48 horas h u b  del plaaueo. 
(siguiente pigina). Los cultivos fuercm sembrados en p m c i a  de e&acto muscular y despub de 24 
horas en d v u  se age& glutamato a una c a n m c i b  final de 600 pM, dire- al medio de 
&vucandiu~.A,B,CyDsanmi~decartrastedet8ses;EyFsanmi~dela 
f l u o m c i a  redante por la tinsib un~ yoduro de propidio. A y B son catroles (las fledus mestran 
las &lulas gliales) ; C, D, E y F cultivos eurpuestos por 24 al glutamato. En C las flecha grand0 muestra 
un nucleo no condawdo y las pequehs nricleos a d m a d o s .  En D la flecha mustra un nucleo 
altameoteconhdoy-. Barradeescala= 1 0 0 p .  

4 3 3  EFECTO DE LA EXPOSICI~N PROLONGADA A AMINO ACIDOS 
EXCITATORIOS SOBRE LA VIABILIDAD DE CULTZVOS 
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Los efecto del NMDA, el kainato y el AMPA sobre la viabilidad de 10s cultivos 
enriquecidos en motonemonas &on tambih estudiados a hn de determinar si la 
nemotoxicidad del glutamato estaba relacionada con la activation de un subtipo de 
receptor para 10s amino acidos excitatorios (Tabla 3.X). Los tres agonistas 
glutamattcrgicos indujeron ma modenda, per0 sigdicativa, disminucion de la 
viabilidad en 10s cultivos enriquecidos en motoneuronas respecto de 10s valores control 
(NMDA - 27%; kainato -34% y AMPA - 13%), que es d l o  levemente superior a 10s 
valores encontrados para la exposicion corta. Por otra parte ha sido reportado que el 
dairo neuronal excitotoxico es mediado por la activacibn patologica de uno o mhs 
subtipos de receptores para amino acidos excitatorios (Frandsen y col., 1989, Wells y 
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Figura 3.17. El _ 
onriauecidos en mdoneuronas de una &rma h d i e n t e  de la c o n m c i h .  Los cultivos (1 
DIV) fi~eron expuestm a axmntmcianes c r e c i m  de glutamab, agregado diredamente ESI el 
medio condicionado y la viabilidad evaluada 24 hr despub por el m h l o  del MTI'. Los valores 
rep- la media It el desvio &dar de 12 valores obtmidos de 4 experimentos 
independientes realizados por tnplicado. La disminucih de la viabilidad he sqpficativamente 
Wente del umtrol a cancentracianes mayores de 100 ph4 (p<0,0001). No hubo difkrencias 
si&cativas de la viabilidad entre las concentracianes de glutamato entre 100 y 400 pM, sin 
embargo las concentraciones de 600 p M  y 1 mM produjeron una mayor diminucih de la 
viabilidad que fie sipficatimnente &,rarte de la producida por la exposicih a 100 phl de 
gl- (p<O,Ool). 
I 
col., 1994). Considerando 10s refllttados bajo esta nueva perspectiva, una posible 
interpretacion de 10s resultados es que la neurotoxicidad del glutamato pueda ser 
mediada por la participation cooperativa de 10s diferentes subtipos de receptores. 
TABLA 3.XL Efecto de la Exposicidn Prolongada a AminoPcidos Exitatorios sobre la 
Viabilidad de las Motoneuronas. 
~ratamiento* % de viabilidad*' n 
Control 100,O k 3,2 9 
NMDA (100pM) 
Los aatamientos fueron realizados en el medio condicionado 24 hrs. despds del plaqueo, como fue 
descripto en Materiales y M&odos. *. La viabilidad fue BeterminaQ 24hrs. despuds del tratamiento por el 
m&& del MTT, como fuera espedcado en Materides y Mdtodos. Los vdores son expr&s-como 
porcentaje de 10s controles y qxesentan la media i el desvio edndar del numen, de determrnacl . . ones 
indicado (n) provenientes de tres experimentos h&pendientes realkbs por tripiicado. a significathmente 
diferente del control (p<0,03) 
43.4 EVIDENCIA DE LA INDUCCI~N DE APOPTOSIS POR LA 
EXPOSICI~N PROLONGADA AL GLUTAMATO. 
Las caractensticas morfologicas observadas en la muerte de las motonemonas inducida 
por glutamato es altamente sugestiva de apoptosis. Para verificar esas observaciones 
cultivos enriquecidos en motonemonas y expuestos a 1 mM de glutamato k o n  
teiridos con yoduro de propidio (Fig. 3.16E y F). En estas condiciones se observ6 
condensacion de la cromatina y en algunos casos fiagmentacibn nuclear (Fig. 3.16F). 
Tambih se observaron nucleos normales con una baja intensidad de la marcacion 
(Fig. 3.16E), que corresponden a nucleos cuya cromatina no estaba condensada. 
La exposicion de cultivos de cilulas PC12 a bajas concentraciones de peroxinitrito 
(I 1 mM) estimulo un mecanismo de muerte celular con las caracteristicas celulares y 
moleculares de la apoptosis. Entre las 7 y 24 horas posteriores al tratamiento con 
peroxinitrito, las celulas demollaron burbujas de membrana, reduction del 
citoplasma, condensacion de la cromatina y hgmentacion internucleosomal del ADN. 
Las alteraciones morfol6gicas y moleculares resultantes del tratamiento con el agente 
oxidante fueron equivalentes a las observadas en la apoptosis estimulada por la 
privacibn de suero (Batistatou y Greene, 1991; 1993). De hecho, la incubacibn en 
medio sin suero despuCs de la exposici6n al peroxinittito, no potencio el efecto toxico 
de este idtimo, sugiriendo que ambos estimulos a c h  por el mismo mecanismo. Sin 
embargo, la privacion de suero no involucra la fomcion de peroxinitrito. 
La fiagmentacibn del ADN es un evento temprano h t r e  la apoptosis de las celulas 
PC12 estimulada por privacion de factores trbficos (Batistatou y Greene, 1993). La 
exposicion de 10s cultivos al peroxinitrito provoc6 una extensa Eragmentacibn del ADN 
nuclear la que h e  evaluada evaluada tanto por la marcacibn in situ por el metodo del 
TUNEL como a traves del anasis electrofordtico en geles de agarosa. A pesar que el 
peroxinitrito puede causar la rotura de las cadenas del ADN aislado O(mg y col., 
1993), la hgmentacion o b m d a  en estos estudios no parece ser por efecto direct0 
del peroxinitrito sobre el ADN, puesto que las celulas marcadas por el metodo del 
TUNEL heron encontradas d l o  varias horas despuCs del tratamiento con el oxidante. 
Sin embargo, el peroxinitxito se descompone pocos segundos despues de agregado, 
sugiriendo que la hgmentacihn se debi6 a una activaci6n secundaria de las nucleasas 
celulares. Adem& un inhibidor de nucleasas, el acido aurin tricarboxilico (ATA), 
agregado varios minutos despds que el peroxinitrito, pv ino  tauto la marcacion por el 
metodo del TUNEL como la diminucibn de la viabilidad celular, deteminada 24 horas 
despuks. Por otra park, es esperable que la reaccih directa del peroxinitrito con el 
ADN para producir la rotura de las cadenas sea al azar. Esto resultaria en un chomado 
en 10s geles de agarosa, y no en un partr6n en escalera idhtico al producido por la 
privation de suero, que es debido a la activacion de nucleasas endogenas (Batistatou y 
Greene, 1991; 1993). En conjunto estos resultados demuestran que el peroxinittito es 
capaz de estimular la muerte celular por activacion del programa de la apoptosis. En 
este sentido, la capacidad del peroxinittito de estimular la apoptosis ha sido 
recientemente demostrada en la linea celular HL-60 (Lin y col., 1995) y en cultivos de 
neuronas corticales (Bonfoco y col., 1995). En este riltimo modelo tambien se encontro 
que la exposicion a altas concetraciones de peroxinitrito conducen a la degeneration 
necrotica mientras que concentraciones menores estimulan la apoptosis, corroborando 
10s resultados de este trabajo. 
La concentracion de peroxinitrito requerida para producir la muerte del 50% de las 
cClulas vario en las diferentes condiciones estudiadas. Cuando el peroxinitrito h e  
agregado a celulas ancladas al sustrato, el ECSo h e  similar aI derminado en 
suspensiones con concentraciones de 1 x lo6 celulaslml, mientras que para una 
concentracion celular menor el ECso niminuyo, variando entre valores de 1,3 y 0,5 mM 
aproximadamente (Fig.3.1). Tales concentraciones pueden parecer altas, per0 dado que 
el peroxinitrito se descompone durante el mezclado con la solucion de incubaci6n sin 
contactar a las celulas, la exposicion efectiva al oxidante h e  menor. En experimentos 
donde se demostro la toxicidad del peroxinittito en Trypanosoma cruzi y Escherichia 
coli, se encontro que el agregado de peroxinitrito como un linico bolo a una 
concentracion h a l  de 1 mM es equivalente a la generacibn de la misma masa del 
oxidante por concentraciones submicromolares durante una hora (Denicola y col., 
1993; Brunelli y col., 1995). Estas concentraciones de peroxinitrito pueden ser 
generadas por macrofagos alveolares activados (Ischiropoulus y col., 1992b), y 10s 
macrofagos cerebrales activados ciertamente producen anion superoxido y 6xido 
nitrico simultheamente (Colton y Gilbert, 1987; Boje y Arora; 1992; Zielasek y col., 
1992; Colton y col., 1994). Asi mismo, la NO sintetasa neuronat es capaz de producir 
concentraciones de 6xido nitrico de 2-4 pM dwante 10s procesos de isquemia cerebral 
(Maliski y col., 1994). Por lo tanto, puede producir suficiente oxido nitrico para 
competir efectivamente con la superoxido dismutasa por el radical superoxido 
(Beclanan y Tsai, 1994). Por otra parte, 10s astrocitos tienen la capacidad de producir 
oxido nitric0 a traves de la estimdaci6n, por diversos factores, de la sintesis de novo 
de la forma inducible de la NO sintetasa (Murphy y col., 1993; Park y col., 1994; 
Feinstein y col., 1994; Skaper y col., 1995). De hecho, la esbimulaci6n de la 
neurotoxicidad de 10s astrocitos @or lipopolisachido o por TNFa m k  Il-lp) 
cocultivados con neuronas corticales o cklulas grano del cerebelo puede ser bloqueada 
por inhibidores de la NO sintetasa y la oxihemoglobiua como asi tambikn por el 
agregado de superoxido dismutasa en el medio de incubation, sugjriendo la formacion 
del peroxinitrito (Skaper y col., 1995). 
La exposici6n de 10s cultivos de celulas PC12 a 0,2 m .  de peroxinitrito como un 
h ico  bolo o la generation de la misma masa de peroxinitrito durante 30 minutos por 
SIN-1 produjo la misma disninucion en la viabilidad celular. Este resultado sugiere 
que 10s efectos del peroxinitrito son acumulativos, es decir que la exposicion continua 
a bajas concentraciones del agente oxidante tiene el mismo efecto que el tratamiento 
con una concentration mayor. En este sentido, se obtuvo evidencia adicional de 10s 
experimentos de marcacion de 10s residuos de hrosina nitrados donde se demostro la 
presencia de inmunoreactividad de nitrotirosina 24 horas despuks de la exposici6n al 
peroxinitrito, indicando que las modificaciones producidas por el agente oxidante 
perduran por largos periodos y por lo tanto podrim acumularse. 
El peroxinitrito es inusual comparado con otros oxidantes como el radical hidroxilo 
debido a que reacciona a velocidades relativamente bajas con la mayoria de 10s 
compuestos. El radical hidroxilo y el dioxido de nitrogen0 reaccionan, a velocidades 
limitadas por la mion ,  con virtualmente todos 10s componentes celulares y es 
esperable que causen un daiio generalizado de las cClulas que conduzca a la necrosis. 
De hecho, las exposiciones prolongadas a1 nitrosoglutation, en condiciones en. que es 
esperable la formacion de dioxide de nitrogeno, estimularon la muerte celular en 10s 
cultivos de cbldas PC12, mostrando caracterisiticas morfologicas compatibles con la 
necrosis. En contraste, el peroxinitrito reacciona a velocidades particularemente 
nipidas con blancos claves, tales como enzimas que tienen p p o s  ti01 (Radi y col., 
1994; Rubbo y col., 1994), centros ferro-sulfurosos (Castro y col., 1994) y dedos de 
zinc (Crow y col., 1995), que son importantes para la respiration celular y el control 
de la transcription ghica. Ademis, el peroxinitrito se puede descomponer dando un 
poderoso agente nitrante con la reactividad del ion nitronio, el que modifica 10s 
residuos de tirosina de las proteinas para formar nitrotirosina (Beckman y col., 1992; 
Ischiropoulos y col., 1992b). Debido a que 10s residuos de nitrotirosina no pueden ser 
fosforilados por las kinasas de tirosinas (Martin y col., 1990), el peroxinitrito puede 
interferir con 10s mecanismos de transduccih de d e s  de 10s factores troficos, 10s 
cuales son mediados, al menos en pate, por las kinasas de tirosinas (Fad y col., 
1993). 
La preincubacion de cultivos de celulas PC 12 con factores troficos especificos altera la 
respuesta a1 peroxinitrito de una manera curiosa e inesperada. El NGF y la insulina 
protegieron de la estimulacion de la apoptosis por el peroxinitrito, mientras que el EGF 
no tuvo efecto significativo. Estos resultados coinciden con 10s efectos de estos 
factores troficos sobre la muerte celular asociada a la privation de suero (Rukenstein y 
col., 199 1; Batistatou y Greene, 199 1; 1993). La preincubacion con NGF protege a 10s 
cultivos de cklulas PC12 de la muerte estimulada por la exposicion al peroxido de 
hidrogeno a traves de la induccion de la *tesis de novo de enzimas antioxidantes tales 
como la catalasa y la glutation peroxidasa (Pan y Perez-Polo, 1993; Jackson y col., 
1990% b). Sin embargo, el aumento de la actividad de esas enzimas requiere 24-48 
horas de incubacion con el NGF (Pan y Perez-Polo, 1993), el cual es un period0 muy 
prolongado para que este mecanismo haya sido significativo durante la preincubacion 
de 2 horas usada en estos experimentos. Asi mismo, se encontro que la incubacion de 
10s cultivos con NGF despues de la exposicion al peroxinitrito potenciaba 
sigmficativamente el efecto toxico del oxidante, mientras que la insulina mantuvo su 
efecto protector. En celulas PC12, el EGF presenta algunas de las respuestas 
tempranas del NGF (Qlu y Green, 1991; Flantl y col., 1993) pero no protege a las 
celulas de la muerte estimulada por privation de factores troficos (Rukenstein y col., 
1991). Por lo tanto es concebible que a h  si el EGF modulara 10s efectos del 
peroxinitrito, posiblemente su efecto no se haria evidente por un cambio en la 
viabilidad celular. Por otra parte, la preincubacion con el FGF-1 (mhs heparina) y el 
FGF-2 potencio 10s efectos toxicos del peroxinitrito, dimhuyendo a la mitad 
laviabilidad celular 24 horas despuCs, a pesar que ambos factores troficos estimulan la 
proliferation, diferenciacion y previenen la muerte de 10s cultivos de celulas PC12 
inducida por privacion de suero (Rydel y Greene, 1987; Rukenstein y col., 1991). Los 
efectos diferenciales de la preincubacion y de la incubacion despues de la exposicion 
al peroxinitrito, asi como de la preincubacibn con FGF-1 y FGF-2 no *on previstos 
y se requerira una investigaci6n mhs prohda  a fin de lograr una mejor comprension 
de 10s mecanismos involucrados. Sin embargo, es posible predecir la participacion de 
la competencia entre nitracion y fosforilacion de residuos de tirosina especificos o de 
otro elemento asociado con 10s mecanisnos de t rducc ion  de seiiales y respuestas 
tempranas diferenciales para 10s distintos factores troficos. Este tipo de respuesta 
paradojica de 10s factores troficos fuC tambih encontrada en otros modelos de 
neuronas en cultivo, donde las nemotrohas previenen la apoptosis inducida por 
privacion de factores troficos y potencian la necrosis estimulada por la incubacion en 
ausencia de oxigeno y glucosa (Koh y col., 1995). 
Los inhibidores de la enzima de sintesis del oxid0 nitric0 previenen la apoptosis de las 
motonemonas estimulada por privacion de factores troficos, por un period0 similar al 
de la nemotrofina 415. La sobrevida de las motonemonas, tanto in vivo como en 
cultivo, es altamente dependiente de 10s factores tr6ficos y cuando son privadas de un 
entorno trofico adecuado degeneran riipidamente (Arakawa y col., 1990; Grothe y col., 
1991; Magal y col., 1991; Bloch-Gallegoy col., 1991; Oppenheim y col., 1992; 
Martinuo y col., 1992; Sendtner y col., 1991; 1992; Yan y col., 1992; Henderson y 
col., 1993; 1994; Hughes y col., 1993; Zurn y col., 1994). Por otra parte, la ablacion 
de 10s axones conduce a la degeneracion de las motonemonas (Oppenheim y col., 
1992; Sendtner y col., 1992; Hughes y col., 1993; Wu, 1993; Wu y Li, 1993; Zurn y 
col., 1994; Kristensson y col., 1994) y a la expresion de la NOS que precede a la 
muerte nemonal (Wu, 1993; Wu y Li, 1993; Zurn y col., 1994; Kristensson y col., 
1994; Wu y col., 1994), habihdose encontrado una correlacibn entre la muerte de las 
motoneuronas espinales de la rata y la expresion de la NOS (Wu y Li, 1993). Por otra 
parte, si 10s axones son cortados de taI forma que se preserve una porcion cubierta por 
las celulas de Schwann, las celulas no expresan la NOS y no degeneran (Wu, 1993; 
Wu y Li, 1993). Las celulas de Schwann son una importante fuente de factores 
neurotroficos (Snider y Johnson, 1989; Henderson y col., 1994). Por lo tanto es 
concebible que la privacion de esos factores sea responsable de la induction de la NOS 
y de la muerte neuronal. La prevention de la muerte las motoneuronas en cultivo por la 
inbicion de la NOS, sugiere que el oxido nitrico juega un papel importe en el 
proceso. Ademh, la similitud entre 10s patrones temporales de reversion por la 
inhibicibn de la NOS y la exposicion a neurotrofhs daria un mayor sustento a la 
participation del bxido nitrico en la estimulaci6n de la muerte celular. Por otra parte, 
la falta de efecto de 10s compuestos antioxidantes sugeriria que el peroxinitrito no 
estaria involucrado en el proceso. Sin embargo, dado que en nuestras condiciones de 
estudio podemos asumir que las defensas antioxidantes de la motoneuronas estan 
intactas y que por lo tanto la concentration celular de superoxido dimutasa es la 
fisiolbgica, la exposicion de 10s cultivos al glutation y la N-acetilcisteina no 
modificaria 10s niveles celulares de radical superoxido de una manera significativa. De 
este modo, la sintesis de oxido nitrico puede ser lo suficientemente alta como para 
competir con la SOD para formar el peroxinitrito, aim en ausencia de estrds oxidative. 
Los resultados obtenidos demuestran 10s efectos neurotoxicos directos del glutamato 
sobre las motoneuronas en cultivo, y aportan evidencia a favor de que el amino acido 
excitatorio desencadena la muerte de la motoneuronas por un mecanimo apoptotico. 
Las motoneuronas fueron vulnerables al glutamato poco tiempo despues de ser puestas 
en cultivo, sugiriendo que expresan un n h e r o  critic0 de receptores funcionales para 
10s amho acidos excitatorios capaces de estimular la muerte de las celulas. En 
contraste, la vulnerabilidad a 10s amino bcidos excitatorios se manifiesta despues de 
varios dias o semanas en las neuronas de otros modelos de neuronas en cultivo (Regan 
y Choi, 1991; Choi y col., 1987; Keilhoff y Erdo, 199 1; Kho y col., 199 1) sugiriendo 
que la excitotoxicidad requiere un cierto grad0 de diferenciacion neuronal. En 10s 
cultivos de motoneuronas se determino un ECSo - 300 pM para la toxicidad producida 
por incubaciones prolongadas con glutamato, que es mayor que 10s previamente 
determinados para 10s cultivos de mbdula espinal y corteza cerebral (Regan y Choi, 
1991; Wells y col., 1994; Choi y col.., 1987). Ademb, el tratamiento durante 30 
minutos con amino acidos excitatorios produjo una disminucion muy pequeiia de la 
viabilidad celular, comparada con la reportada para otros modelos de neuronas en 
cultivo (Regan y Choi, 1991; Choi y col., 1987). Esta baja sensibilidad a 10s amino 
acidos excitatorios podria ser explicada por algunas de las caracterisiticas de 10s 
cultivos de motoneuronas: i) las motoneruonas e d n  relativamente aisladas de otros 
t i p s  celulares de la mddula espinal. Asi, ha sido reportada recientemente una 
potenciacion de la toxicidad mediada por la activacibn de 10s receptores de tip0 
NMDA debida a la production &al de bxido nitric0 (Hewett y col., 1994); ii) a pesar 
que las motoneuronas muestran caracteristicas morfol6gicas de diferenciacibn, es 
posible que bioquimica y moleculannente no tengan el suficiente grado de 
diferenciacion; iii) las rnotoneuronas son mantenidas en presencia de cantidades 
importantes de factores troficos aportados por el extract0 muscular que pueden 
protegerlas del daiio excitotoxico, tal como ha sido demostrado en otros modelos @rim 
y col., 1993; Maiese y col., 1993; PQez-Navarro y col., 1994). 
La muerte de la motoneuronas por expsiciones prolongadas al glutamato fie 
dependiente de la concentraci6n. Sin embargo, a pesar del estrecho rango de 
concentraciones usado, la curva parece tener dos componentes que podrian ser 
explicados, en 10s cultivos enriquecidos en motoneuronas, por la presencia de, por lo 
menos, dos poblaciones neuronales, con alta y baja resistencia al glutamato, las que 
podrian comesponder a diferentes clases de motoneuronas in vivo o a diferentes 
estados de maduracion in vitro. Otra posible interpretacibn de 10s resultados es que el 
glutamato actue por dos mecanismos diferentes para estimular la muerte de las 
rnotoneuronas. El primero, que comesponderia a las concentraciones de glutamato miis 
bajas (< 200 pM), seria un mecanism0 excitot6xko clbico mediado por 
sobreestimulacibn de 10s diferentes tipos de receptores a 10s amino bidos excitatorios 
(Fraudsen y col., 1989; Regan y Choi, 199 1; McDonald y Johnston, 1990). El segundo 
involucraria la inhibition de la captacibn de cistina, lo que conduce a la deplecion del 
contenido de glutation intracelular, conduciendo a1 estres oxidative (Kata y col., 1992; 
Murphy y col., 1989; 1990; 1991). 
Cuando 10s cultivos de motoneuronas fueron tratados durante 24 horas con agonistas 
especificos para 10s diferentes tipos de receptores glutamatirgicos ionotrbpicos, st510 se 
encontro un aumento marginal de la muerte celular inducida por incubaciones cortas, 
que en ningh caso reprodujo 10s efectos del glutamato. Ademb, si se time en cuenta 
que las concentraciones de agonistas usadas son equipotentes entre si y con una 
concentracibn de glutamato de 100 phi en otros modelos experimentales (Frandsen y 
col., 1989) o 500 pM en cultivos de mddula espinal (Wells y col., 1994), mientras que 
en este sistema experimental no lo son, se obtiene mayor evidencia para apoyar la 
posible participation de un mecanismo no traditional para la toxicidad del glutamato. 
En conjunto 10s resultados obtenidos en este trabajo de investigation proporcionan 
apoyo a la hipotesis de la participacibn del bxido nitrico y las especies reactivas del 
oxigeno en la estimulacibn de la muerte neuronal por diferentes mecanismos. Asi 
mismo, apoyan la posible participacibn del peroxinitrito como mediador de la 
toxicidad del bxido nitrico y 10s radicales libres, mostrando que este compuesto, a las 
concentraciones que pueden ser producidas in vivo, desencadena la muerte celular por 
estimulacion de la necrosis y la apoptosis. Ademis, se comprobb que el ambiente 
tr6fico de las celulas nerviosas es un d e t d a n t e  importante de su vulnerabilidad a 
especies reactivas tales como el peroxinitrito. Este time la capacidad potencial de 
causar una muerte celular miis rapida en respuesta al pretratamiento con 10s factores 
f ibrobl~cos  de crecimiento o a la incubacibn posterior con NGF. Este hecho puede 
tener importancia sigdicativa en el us0 de 10s factores trbficos como terap6urica en 
aquellas enfemedades neurodegenerativas en las que la formacibn del oxidante puede 
estar implicada (Beckman y col., 1993). 
6. CONCLUSIONES 
Los resultados obtenidos durante la realization de estas investigaciones permiten 
concluir que: 
El peroxinitrito es capaz de estimular la muerte celular por mecanismos apoptoticos 
y necroticos, dependiendo del nivel de exposicion de las celulas. 
Las modificaciones estimuladas por el peroxinitrito, a1 menos en el caso de la 
nitracion de residuos tirosina, perduran por al menos 24 horas. 
El oxido nitrico so10 es toxico cuando 10s cultivos son expuestos a muy altas 
concentraciones las que no son producidas in vivo. 
La actividad de 10s agentes oxidantes depende del entorno trofico y 10s efectos de 
10s factores troficos dependen del estado redox de la cklula. Ad, 10s factores 
troficos pueden prevenir o potenciar el efecto del peroxinitrito sobre la viabilidad 
celular. 
La production de 6xido nitrico es un paso crucial en la estimulacion de la apoptosis 
en las motoneuronas en cultivo, si bien probablemente no sea suficiente per se. 
Si bien el mecanismo excitot6xico puede explicar, por lo menos parcialmente, la 
muerte de las motoneuronas en cultivo, este tip0 celular muestra una sensiibilidad 
atipica a la estimulacih con 10s amino acidos excitatorioq que involucraria dos 
mecanismos diferentes de estimulacion de la apoptosis. 
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